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Mémoire présenté à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention du diplôme de Maîtrise (M.Sc) en physiologie (endocrinologie), Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke,
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Le développement de l’intolérance au glucose et du diabète de type 2 (DT2) est associé à 
l’augmentation d’apparition des acides gras non-estérifiés (AGNE) en circulation et à la 
réduction du stockage des acides gras alimentaires dans les tissus adipeux blancs. Ceci 
mène à une augmentation des flux lipidiques vers les tissus maigres, conduisant à 
l'accumulation de métabolites toxiques tels que les glycérolipides, les céramides et les 
acylcamitines, qui peuvent induire l'insulino-résistance. D’autre part, le stress du réticulum 
endoplasmique (RE) est induit suite à une surexposition aux AGNE ainsi qu’une lipogenèse 
de novo trop active. Cet ouvrage a pour objectif d’étudier les effets d’un traitement au 4- 
phénylbutyrate (4-PBA), un chaperon chimique connu pour augmenter la fonction du RE et 
prévenir l’induction du stress du RE, sur la sensibilité à l’insuline, la régulation des flux 
d’AGNE ainsi que leur métabolisme tissulaire. L’hyperinsulinémie, la résistance à 
l'insuline, l'hypertriglycéridémie et la stéatose hépatique présentes chez les rats sous diète 
riche en gras et en fructose (high-fat, high-fructose) associé à l’injection d’une petite dose 
de streptozotocin (rats HFHFS) ne sont pas renversées par le 4-PBA, même si ce traitement 
réduit la glycémie à jeun tant chez les rats contrôles que les rats diabétiques. Le 4-PBA 
accélère à la fois l'apparition systémique et la clairance des AGNE. De plus, il normalise 
l’augmentation du captage fractionnel et le métabolisme non-oxydatif des AGNE par le 
muscle squelettique. Le 4-PBA augmente l’oxydation hépatique des AGNE et conduit à 
une augmentation de l’expression génique de Srebpfl. Les animaux traités présentent une 
augmentation du captage fractionnel des AGNE par les tissus adipeux sous-cutanés (TASC) 
malgré que la taille adipocytaire de ce dépôt soit plus importante que celle des animaux 
contrôles. In vitro, le traitement avec des chaperons chimiques augmente la fonction du RE 
et inhibe la différenciation des précurseurs adipocytaires. D’autre part, le traitement au 4- 
PBA, mais pas à l’acide tauro-ursodeoxycholique (TUDCA), stimule le captage des acides 
gras par les adipocytes matures.En dépit de l'amélioration de la glycémie à jeun, le 4-PBA 
conduit à une augmentation de la lipogenèse hépatique, à l’augmentation des flux 
systémiques d’AGNE et au remodelage hypertrophique du TASC et n'améliore pas la 
sensibilité à l'insuline systémique dans un modèle nutritionnel de DT2.
Mots clés : Diabète de type 2, Résistance à l’insuline, Métabolisme des acides gras, 
Fonction des tissus adipeux, Morphologie adipocytaire, Stress du réticulum endoplasmique, 
Lipotoxicité
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11. INTRODUCTION
Le diabète de type 2 (DT2) est une maladie endocrinienne, caractérisée par une 
dérégulation de l’homéostasie glucidique qui mène à des hyperglycémies chroniques. Il est 
responsable de plus de 90 % des cas de diabète dans les pays industrialisés. Un rapport de 
surveillance du diabète publié par Santé Canada en 2009 estime que la prévalence de cette 
maladie atteignait 6 % en 2006-2007 au pays (Santé Canada, 2009). Depuis le début de la 
décennie, ces données ne cessent de croître et les prédictions faites par les experts de la 
fédération internationale du diabète estiment que cette pathologie pourrait atteindre 13,9 % 
de la population âgée entre 20 et 79 ans en 2030 (Shaw et al., 2010) . L’excès de masse 
grasse, un mode de vie sédentaire et un âge supérieur à 40 ans sont les principaux facteurs 
de risques déterminant l’évolution du DT2 (Santé Canada, 2009). L’augmentation de 
l’incidence d’obésité, notamment de l’obésité morbide ainsi que le vieillissement de la 
population sont donc des facteurs permettant d’expliquer la progression de la pré valence du 
DT2. Bien que les pays industrialisés soient habituellement perçus comme les pays les plus 
affectés par la pandémie d’obésité et de DT2, c’est dans les pays émergents que la 
progression de cette pathologie est la plus rapide (Shaw et al., 2010) . Dans ces régions, le 
changement drastique des habitudes de vies jumelé à la prédisposition génétique de 
certaines populations ont mené à une augmentation fulgurante du nombre de cas. Par 
exemple, l’Inde et la Chine comptaient respectivement 50,8 et 43,2 millions de patients 
diabétiques en 2010, des statistiques supérieures à celles des États-Unis (Shaw et al., 2010).
Cette pathologie est principalement caractérisée par des désordres du métabolisme 
glucidique. Cependant, il est bien connu dans la littérature que le développement du DT2 
est associé à une multitude de complications. Parmi celles-ci, on retrouve les complications 
de type microvasculaires associées au développement de rétinopathie, de néphropathie et 
d’amputation des membres inférieurs (Rosenson et al., 2011). Également, les patients 
diabétiques sont plus à risques de développer des complications de type macrovasculaires 
telles que l’athérosclérose, l’infarctus du myocarde et les accidents vasculaires cérébraux 
(Rosenson et al., 2011). Récemment, des études ont montré que le DT2 pouvait être lié au
2développement de certains types de cancers (Calle et Kaaks, 2004). Si l’on considère toutes 
ces données, l’épidémie de DT2 qui touche le Canada mettra une pression considérable sur 
un système de santé déjà fragile dans les prochaines années. Bien que plusieurs avancées 
majeures dans la compréhension et le traitement de cette pathologie aient été réalisées, les 
événements précoces menant à l’évolution de la maladie sont encore mal compris. Plusieurs 
études confirment que le développement du DT2 est intimement lié à une altération du 
métabolisme des lipides. Cet ouvrage a pour but de déterminer le lien entre la régulation du 
métabolisme des acides gras non-estérifïées (AGNE), le développement de la résistance à 
l’insuline et le stress du réticulum endoplasmique (RE), un processus cellulaire impliqué 
dans l’évolution de plusieurs maladies métaboliques.
1.1 Étiologie du DT2
1.1.1 Progression physiopathologique et signes cliniques.
Les critères diagnostiques émis par l’association américaine du diabète (ADA) définissent 
un patient diabétique comme présentant une hémoglobine glyquée supérieure à 6,5 % ou 
une glycémie à jeun supérieure à 7 mmol/L (American Diabetes Association, 2011). 
L’hyperglycémie provoquée orale demeure la méthode diagnostique la plus précise pour 
déceler une anomalie du métabolisme glucidique. Dans le cas d’un patient diabétique, la 
glycémie sera supérieure à 11,1 mmol/L deux heures après l’ingestion d’une charge de 75 
grammes de glucose. Par ailleurs, l’évolution naturelle du DT2 se fait sur plusieurs années 
avant qu’un diagnostic ne puisse être établi. C’est pourquoi des critères diagnostiques ont 
été définis afin de mieux caractériser le pré-diabète. Ces patients présentent un taux de 
glucose entre 7,8 et 11,0 mmol/L suite à l’hyperglycémie provoquée orale ou une glycémie 
à jeun entre 5,6 et 6,9 mmol/L. Une hémoglobine glyquée oscillant entre 5,7 et 6,4 % peut 
aussi être considérée (American Diabetes Association, 2011).
3Cependant, la présence de l’hyperglycémie ne constitue que la pointe de l’iceberg. Au 
cours des années qui précèdent l’apparition des premiers symptômes, la surcharge 
pondérale et l’accumulation d’un excès de masse grasse mènent au développement d’une 
résistance à l’insuline (IR), ce qui provoque une diminution de clairance du glucose par les 
tissus métaboliquement actifs. La résistance à l’insuline est compensée par une 
hypersécrétion d’insuline permettant de maintenir un contrôle glycémique adéquat. La 
progression de l’intolérance au glucose vers le DT2 est tributaire d’une dysfonction des 
cellules-p pancréatiques, qui se traduit par une réduction de la sécrétion d’insuline en 
stimulée par le glucose (SISG). Malgré la diminution relative de la sécrétion d’insuline, les 
niveaux d’insuline postprandiaux demeurent élevés. Seules des méthodes plus élaborées 
comme la mesure de l’index de disposition, qui prend en compte la réponse insulinique et 
la sensibilité à l’insuline permettent de mesurer une baisse de la fonction pancréatique. Au 
cours des années, le DT2 peut évoluer vers une forme plus sévère. Dans ce cas, la 
diminution de la SISG mène à de faibles niveaux d’insuline postprandiaux ainsi qu’à une 
dérégulation sévère du contrôle glycémique (Figure 1). Autant le développement de l’IR 
que la diminution de la SISG sont tributaires d’une interaction entre les susceptibilités 
génétiques à développer la maladie et les facteurs environnementaux exacerbant ces 
défauts. La prévention et le traitement de l’intolérance au glucose demeurent les meilleures 
avenues afin de prévenir la progression pathologique et les complications qui y sont 
associées. C’est pourquoi l’étude des mécanismes précoces impliqués dans le 





























Figure 1 : Progression physiopathologique du diabète de type 2
La progression de l’intolérance au glucose chez les sujets obèses (en bas) est associée à une 
aggravation de la résistance à l'insuline et une hyperinsulinémie compensatoire (en haut). 
Le développement du diabète de type 2 déclaré (bas) est associé à une diminution 
progressive de la sécrétion de l'insuline avec une augmentation de l'insulino-résistance 
(haut). OB, obèse; DIAB, le diabète; INS HI, taux élevé d'insuline; INS Lo, taux faible 
d'insuline. Tiré de (DeFronzo et Abdul-Ghani, 2011).
1.1.2 Anomalies du métabolisme lipidique dans le diabète de type 2
L’obésité et le DT2 sont tous deux caractérisés par une augmentation des flux de lipides 
circulants, c’est-à-dire une augmentation des vitesses de mobilisation et de déposition de 
lipides dans les tissus maigres. L’Intralipid™ est une émulsion de triglycérides qui peut être 
administrée par voie intraveineuse avec une faible dose d’héparine. L’héparine permet la 
libération de la lipoprotéine lipase de l’épithélium des capillaires, ce qui favorise 
l’hydrolyse les TG circulants, menant à l’élévation des niveaux plasmatiques et des flux 
tissulaires des AGNE. Une infusion de 6 heures d’Intralipid/héparine (IH) induit l’IR et une 
diminution du SISG de façon temporaire chez des sujets sains n’ayant pas de prédisposition
5à développer la maladie. Ceci suggère qu’une surexposition aux acides gras récapitule les 
défauts physiopathologiques du DT2. De plus, notre groupe a préalablement observé une 
augmentation des taux d’apparition plasmatiques des AGNE (R uagne) chez les diabétiques 
en conditions postprandiales (Normand-Lauziere et al., 2010). En plus d’une augmentation 
du RaAGNE, une augmentation de l’oxydation des acides gras a été observée. Afin de 
déterminer si ces caractéristiques métaboliques étaient présentes tôt dans la progression 
pathologique du DT2, les mêmes études ont été menées chez des sujets ayant deux parents 
diabétiques. Ceux-ci présentent un risque élevé de développer le DT2. Aucune 
augmentation du Ruagne  et de l’oxydation des lipides n’ont été observées dans cette 
population (Normand-Lauziere et al., 2010) . Cependant, dans cette population, une 
diminution de la clairance non oxydative des AGNE a été observée durant la perfusion i.v. 
d’héparine et d’Intralipid. Fait intéressant, ce défaut était présent avant l’apparition de toute 
forme de résistance systémique à l’insuline (Brassard et al., 2008). Ces résultats sont 
supportés par d’autres études qui montrent que les patients insulino-résistants, avec ou sans 
signe clinique de DT2, présentent une réduction du captage des acides gras alimentaires par 
les tissus adipeux blancs (Bachmann et al., 2001; Boden et al., 2001; Brassard et al., 2008). 
À la lumière de ces observations, il est possible de concevoir que la diminution du stockage 
des lipides au cours de la période postprandiale par les tissus adipeux (TA) blancs pourrait 
être une anomalie précoce dans l’évolution de la pathogenèse du DT2. De plus, le fait que 
ce défaut semble transmissible d’une génération à l’autre suggère que la dysfonction 
adipocytaire pourrait être partiellement régulée par des facteurs héréditaires (Brassard et al.,
2008). Le développement de la résistance à l’insuline est un processus multifactoriel qui 
n’est pas induit par une seule et unique cause. Notamment, l’induction lipotoxique de l’IR 
peut-être régulée par le degré d’obésité et la distribution de tissus adipeux, la capacité 
oxydative des tissus maigres, le métabolisme hépatique des lipoprotéines ainsi que le statut 
inflammatoire. Bien qu’un défaut du métabolisme lipidique soit observé autant chez les 
obèses morbides que chez les patients lipodystrophiques, il est évident que les causes 
primaires menant au développement de la pathologie sont fondamentalement différentes.
61.1.3 Régulation du métabolisme des AGNE par les TA blancs
La régulation physiologique exercée par les tissus adipeux blancs sur la cinétique des 
lipides à jeun et postprandiale a été largement étudiée au cours des dernières années. En 
période de jeûne, la lipolyse des triglycérides (TG) contenue dans les adipocytes blancs 
contribue à la vaste majorité de l’apparition plasmatique des AGNE. Malgré que l’activité 
lipolytique des adipocytes viscéraux soit plus importante que celles des adipocytes sous- 
cutanés, la mobilisation des AGNE à jeun est principalement tributaire de la lipolyse des 
tissus adipeux sous-cutanés (TASC) abdominaux en raison de leur plus importante masse. 
Il faut noter que les TASC fémoraux et les tissus adipeux viscéraux (VAT) contribuent tout 
de même à la mobilisation des AGNE mais à un degré moindre (Nielsen et al., 2004). À 
l'état postprandial, l'insuline inhibe la lipolyse intracellulaire dans les TA blancs et favorise 
l'activation transcriptionnelle de la lipoprotéine lipase (LPL) ainsi que sa translocation vers 
les capillaires du TA (Goldberg et Merkel, 2001; Goldberg et al., 2009). Ces mécanismes 
d'activation surviennent dans un intervalle de temps pouvant varier de quelques minutes à 
quelques heures. Ce phénomène conduit à l'hydrolyse des TG alimentaires contenus dans 
les chylomicrons et les lipoprotéines de très faible densité, ce qui libère des AGNE dans le 
sang (Coppack et al., 1996; Farese et al., 1991). Toutefois, seule une fraction des acides 
gras produits dans la lumière des capillaires est estérifiée et stockée dans les adipocytes. En 
effet, de 40 à 50% des acides gras provenant de la lipolyse intravasculaire demeurent dans 
la circulation sanguine systémique et contribuent à l’élévation du taux d’apparition 
postprandial des AGNE (McQuaid et al., 2011). Ce processus, qui est soupçonné d'être 
impliqué dans la surexposition des tissus maigres aux lipides, a été identifié pour la 
première fois par Roger Unger (Unger et Zhou, 2001a); ce processus est maintenant connu 
dans la littérature sous le nom de «spill-over» des acides gras. La proportion d’acides gras 
qui est captée par les adipocytes est dépendante de plusieurs facteurs dont les plus 
importants sont schématisés dans la Figure 2. Le captage adipocytaire s’effectue en 
fonction de la balance entre Testérification et la lipolyse qui est régulée par la sensibilité à 
l’insuline adipocytaire. En plus de la régulation hormonale, le captage adipocytaire est aussi 
influencé par la concentration du substrat dans le milieu extracellulaire. Au cours des 
dernières années, l'incapacité du WAT à bien contrôler les flux AGNE dans l'obésité et
7diabète de type 2 a été mise en évidence dans plusieurs études (Carpentier 2011; 





Adipose TissuePlasma NEFA Interstital NEFA
ATL
FOX
Figure 2 : Paramètres contrôlant la relâche et le captage des AGNE par les tissus 
adipeux blancs
La concentration plasmatique d’acides gras non-estérifiés (AGNE) est régulée par 
l’oxydation des acides gras (FOX) et le captage hépatique (HFU). La diffusion entre le 
plasma et le milieu extracellulaire se fait de façon passive. En situation postprandiale, 
l’insuline active la lipoprotéine lipase (LPL) et permet la libération d’AGNE à partir des 
triglycérides plasmatiques. De plus, l’insuline stimule l’estérification adipocytaire (RST) et 
inhibe la lipolyse des triglycérides intracellulaires (ATL). Figure tirée de (Jelic et al., 2009)
1.1.4 Inflexibilité métabolique des TA blancs
L’inflexibilité métabolique a été décrite comme l'incapacité à passer de l'oxydation des 
lipides au cours du jeûne à l’oxydation des glucides en période postprandiale. Bien que ce 
concept ait initialement été décrit pour expliquer la perturbation du métabolisme glucidique 
du muscle squelettique dans l'insulino-résistance (Corpeleijn et al., 2009), des données 
suggèrent que l'inflexibilité métabolique des flux de lipides participe à la dyslipidémie 
observée dans la pathogenèse du DT2 et l'obésité. La lipolyse des TG contenus dans les 
tissus adipeux blancs est principalement contrôlée par les niveaux intracellulaires
8d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et de l'activation subséquente de la protéine 
kinase A (PKA). La PKA activée phosphoryle la lipase sensible aux hormones (HSL) et la 
périlipine-1, ce qui permet leur transfert vers les gouttelettes lipidiques. La lipase des 
triglycérides adipeux (ATGL) catalyse, elle aussi, la conversion de TG en DAG. Cette 
enzyme est l’étape limitante de la libération d’AGNE dans la circulation sanguine. La PKA 
n'interagit pas directement avec l’ATGL mais la phosphorylation de la périlipine-1 conduit 
au recrutement de la protéine CGI-58 et à l'activation de l’ATGL (revue dans (Jocken et 
Blaak, 2008)). La phosphorylation d’AKT/PKB par l'insuline favorise la dégradation de 
l'AMPc via l’activation de la phosphodiestérase 3B (PDE3B) et inhibe la lipolyse. Comme 
l’IR est une caractéristique importante de la physiopathologie du DT2, la résistance à 
l'action antilipolytique de l’insuline dans les TA blancs a été proposée comme la cause 
potentielle de l’élévation des AGNE observée chez ces sujets. Cette hypothèse a été 
récemment remise en question par une revue systématique de la littérature. Les auteurs 
n’ont observé que de très modestes différences des niveaux plasmatiques d’AGNE entre les 
sujets sains (n = 953) et obèses (n = 1410) (Karpe et al., 2011). Bien que le taux de lipolyse 
pancorporelle soit augmenté chez les obèses, il a été démontré que la relâche d’AGNE par 
kg de masse grasse corrèle négativement avec l’indice de masse corporelle et l'insulinémie 
à jeun. L’ensemble de ces données suggère que les sujets obèses présentent une activité 
lipolytique de leur TA inférieure à celle des sujets sains. Cela permet d’exclure la résistance 
à l’insuline adipocytaire comme mécanisme responsable de l’élévation du taux plasmatique 
d’AGNE chez les sujets pré-diabétiques et diabétiques ( Carpentier et al., 2011). 
Cependant, la résistance des TA blancs à l'action des catécholamines pourrait expliquer 
certains de ces résultats (Horowitz et al., 1999; Jocken et Blaak, 2008). Des études ont 
préalablement établi que les adipocytes isolés à partir de TA de patients obèses présentaient 
une réduction de la densité des récepteurs p2-adrénergiques (P2-AR) et une réduction de la 
réponse à la noradrénaline (NA) (Horowitz et al., 1999; Reynisdottir et al., 1994). 
Récemment, le groupe de Peter Amer a utilisé la datation au radiocarbone pour mesurer le 
temps de résidence des acylglycérols dans les TASC. Ils ont observé que l’augmentation du 
temps de rétention des TG intracellulaires était associée à l’obésité et TIR (Amer et al., 
2011b). D’autre part, les patients souffrant d’hyperlipémie familiale combinée, une forme 
de dyslipidémie héréditaire, présentent eux aussi une augmentation du temps de latence des
9lipides intracellulaires. Contrairement aux obèses, ces sujets présentent une diminution du 
captage des lipides par les tissus adipeux. Ces résultats mettent en évidence le lien entre les 
défauts de régulation de la lipolyse et le risque de développer des maladies métaboliques. 
Ce groupe avait préalablement rapporté qu’un défaut d’adipogenèse est observé chez les 
sujets ayant une prédisposition génétique pour à développer le DT2, qui n ’était pas présente 
chez les sujets prédisposés à l'obésité (Amer et al., 2011a). L’importance de la taille 
adipocytaire dans la régulation de la lipolyse a été montrée ex vivo, en mesurant la capacité 
lipolytique d’adipocytes de petits (< 50 pm) et de larges (~100 pm) diamètres venant du 
même sujet. La stimulation de la lipolyse par le peptide atrial natriurétique de type B et par 
la NA est plus importante dans les adipocytes de large diamètre en raison de 
l’augmentation de l’expression de la HSL et d’ATGL. Aussi, l’effet inhibiteur de l'insuline 
était également plus important dans cette population cellulaire (Laurencikiene et al., 2011). 
Ces données suggèrent que les sujets obèses et résistants à l'insuline ont une altération de la 
réponse aux catécholamines par kg de masse grasse qui ne dépend pas de l'hypertrophie 
adipocytaire. Ce phénomène est plutôt lié à la réduction de l'expression des récepteurs (32- 
AR à la membrane plasmique.
1.1.5 Mécanismes de dysfonction adipocytaire
Notre compréhension de la dysfonction métabolique du tissu adipeux a évolué au cours des 
dernières années vers un modèle prenant en compte un défaut de l’expansion hyperplasique 
des tissus adipeux (Medina-Gomez et al., 2007; Virtue et Vidal-Puig, 2010). Ce modèle 
(Figure 3) propose que le recrutement de nouveaux adipocytes, permettant de stocker 
adéquatement l’excès d'énergie, soit ralenti dans le DT2. Ce phénomène conduit à 
l’hypertrophie et à l'hypoxie relative des adipocytes, ce qui compromet leurs fonctions 
métaboliques et endocriniennes. Ces changements peuvent être accompagnés de nécrose, 
d'infiltration de cellules inflammatoires et de remodelage tissulaire. Chez l’humain, 
l'expansion hypertrophique des adipocytes semble limitée à un diamètre moyen de ~ 150 
pm dans les TA sous-cutanés et viscéraux (Spalding et al., 2008; Veilleux et al., 2011). 
Lors d’une balance énergétique chronique positive, le taux de différenciation des cellules 
souches mésenchymateuses et des préadipocytes augmente et conduit à l'expansion
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hyperplasique des dépôts de TA adipeux afin de limiter l'hypertrophie adipocytaire. Le taux 
de renouvellement des adipocytes est d’environ 8,5% par année au cours de l'âge adulte 
(Spalding et al., 2008). Les personnes ayant un profil de distribution adipocytaire des tissus 
adipeux sous-cutanés (Amer et al., 2010) et viscéraux (Veilleux et al., 2011) 
hypertrophique plutôt qu’hyperplasique ont tendance à afficher un profil métabolique 
pathologique caractérisé par 1TR, une hyperinsulinémie et une dyslipidémie. Le potentiel 
adipogénique des dépôts adipeux sous-cutanés du bas du corps est supérieur à ceux situés 
dans la région abdominale (Tchoukalova et al., 2010a; Tchoukalova et al., 2010b).
L’étude du transcriptome de préadipocytes indifférenciés isolés à partir de tissus de patients 
diabétiques a montré des défauts de la signalisation de l'insuline qui altère les étapes 
précoces de la différenciation adipocytaire (van Tienen et al., 2011). Une augmentation de 
l'expression des gènes pro-apoptotiques et pro-inflammatoires a également été observée. Ce 
phénomène est associé à une diminution de l’expression d’enzymes catalysant la synthèse 
de glycérolipides (van Tienen et al, 2011) et suggère que l'expansion hyperplasique des 
tissus adipeux est ralentie très tôt dans l’évolution physiopathologique du DT2. 
Récemment, la distribution de la taille des adipocytes a été mesurée suite à une fixation à 
l’acide osmique. Cette technique a révélé une nouvelle population d'adipocytes ayant un 
diamètre de 20 à 50 pm. Ces cellules représentent près de la moitié de la population 
adipocytaire dans tous les dépôts de tissu adipeux et une augmentation de leur prévalence 
est associée à une diminution de l’expression de marqueurs d'adipogenèse (SREBPlc, 
PPARyl/2, Adiponectin et GLUT4) (McLaughlin et al., 2007).
En étudiant le profil d’expression génique de cette population cellulaire, on observe une 
réduction de la machinerie enzymatique responsable de la lipogenèse de novo (LDN) 
(SREBPF1, FASN, ACACA), Testérification d'acides gras (LIPIN1) et l'hydrolyse des 
lipoprotéines -  (LPL), en comparaison à des adipocytes ayant un diamètre plus important 
(Kursawe et al., 2010). Fait intéressant, ces petits adipocytes sont plus présents dans les 
tissus adipeux des hommes et des femmes résistants à l'insuline par rapport aux contrôles 
bien appariés pour leur degré d'obésité (McLaughlin et al., 2007). La proportion 
d’adipocytes de très petites tailles dans les tissus adipeux sous-cutanés et viscéraux corrèle
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positivement avec l'hypertrophie des adipocytes matures sous-cutanés, sans être associée à 
l’hypertrophie des adipocytes viscéraux (Liu et al., 2010). Pour le moment, la nature exacte 
et le rôle physiologique de cette population adipocytaire demeurent mal compris. Toutefois, 
ces résultats suggèrent qu'ils pourraient être impliqués dans le dysfonctionnement 
métabolique des tissus adipeux blancs et partiellement responsables de l'accumulation de 
graisse ectopique (Kursawe et al., 2010).
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Figure 3: Modèle de dysfonction adipogénique dans le diabète de type 2
Chez les sujets sains (A), l'expansion optimale du tissu adipeux se produit lors de la balance 
énergétique positive chronique, via une réponse hyperplasique ainsi qu’hypertrophique des 
adipocytes. Cela permet aux tissus adipeux de conserver leur flexibilité métabolique et une 
réponse neuro-endocrine optimale (c.-à-dire sa capacité de stockage des AG pendant l'état 
postprandial et la libération des AG pendant le jeûne). Ce mécanisme permet de prévenir la 
déposition de lipides ectopiques induite par l'augmentation des flux d’AG en période 
postprandiale. Dans des conditions diabétogènes (facteurs génétiques ± facteurs 
environnementaux) (B), la capacité de recruter de nouveaux adipocytes est réduite, 
conduisant à une hypertrophie excessive des adipocytes qui mène à l'hypoxie, la réponse 
inflammatoire, l'apoptose et une altération de la fonction métabolique des tissus adipeux. 
Ceci est associé à un plus grand nombre des adipocytes de très petites tailles dont la 
fonction reste inconnue. L'inflexibilité métabolique des tissus adipeux conduit à une 
augmentation des flux de d’AG postprandiaux vers les organes et augmente la probabilité 
de dépôts de graisse ectopique ainsi que le développement de la lipotoxicité. ADSC:
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cellules souches dérivées des tissus adipeux ; FA: acides gras. Tiré de (AC Carpentier et 
al., 2011)
1.1.6 Mécanismes de déposition ectopique de lipides
Des évidences suggèrent que le ralentissement de l’adipogenèse est un facteur pouvant 
expliquer les dysfonctions métaboliques des tissus adipeux et l’augmentation des flux 
d’acides gras vers les tissus maigres. Cependant, la capacité d’expansion des TA 
relativement importante chez l’humain. L’induction de l’IR suite au ralentissement de 
l’adipogenèse implique un remodelage tissulaire à long terme et/ou une importante prise de 
masse grasse. Des études ont montré qu’une diète hypercalorique riche en acides gras 
saturés de 2 à 3 jours permet le développement de l’IR et la déposition de graisses 
ectopiques observées (Bachmann et al., 2001; Labbe et al., 2011a). Cela suggère que 
d’autres mécanismes que le remodelage des tissus adipeux seraient impliqués dans le 
développement de la résistance à l’insuline induite par la diète.
L’utilisation de la tomographie par émission de positron et d’un analogue des acides gras à 
longue chaîne couplé à un émetteur de positrons, l’acide 18Fluoro-6-thia-heptadécanoïque
| o (
( FTHA), ont permis de mesurer le captage ainsi que les flux tissulaires des acides gras de 
manière non invasive chez l’humain (Labbe et al., 201 lb; Labbe et al., 201 le). L’injection 
intraveineuse de ce traceur lors de la prise d’un repas liquide chez des patients DT2 et 
normoglycémiques nous a permis de déterminer que les DT2 ne présentent pas 
d’augmentation du captage musculaire malgré l’augmentation du RaAGNE et des niveaux 
plasmatiques d’AGNE en période postprandiale. Cependant, les sujets DT2 présentaient un 
flot sanguin musculaire inférieur à celui des sujets sains (Labbe et al., 201 la). Cela suggère 
que certains facteurs tissulaires locaux pourraient contrôler la déposition ectopique de 
lipides en réponse à une augmentation des substrats énergétiques en circulation.
Plus récemment, l’administration orale du 18FTHA a permis de mesurer la partition 
postprandiale des lipides alimentaires chez des sujets sains et des patients intolérants au 
glucose (IGT) (Labbé SM et al. Am J Physiol Endocrinol Metab 2011; Labbé SM et al.
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2012). Les patients IGT présentent une diminution du captage d’acides gras issus des 
chylomicrons dans leurs TA viscéraux et sous-cutanés abdominaux. Ce phénomène corrèle 
négativement avec l’augmentation du tour de taille, de l’IMC, de la RI et la stéatose 
hépatique mesurée par tomodensitométrie. Par ailleurs, le captage myocardique des acides 
gras est augmenté et accompagné d’une réduction sub-clinique de la fonction ventriculaire 
gauche. Cependant, aucune variation du captage musculaire et hépatique n’a été observée. 
Ces résultats suggèrent que l’augmentation des flux d’AGNE dérivés des lipides 
alimentaires est une importante source de déposition de lipides myocardiques sans être 
impliquée dans l’accumulation de gras musculaire et hépatique. D’autre part, plusieurs 
études ont démontré que la stéatose hépatique et l’accumulation musculaire de lipides sont 
impliquées dans le développement de la RI, suggérant ainsi que d’autres mécanismes 
doivent intervenir pour expliquer la déposition ectopique excessive des lipides dans ces 
organes chez les sujets diabétiques. L’augmentation de la lipogenèse de novo (LDN) et une 
diminution de l’oxydation mitochondriale des lipides sont des hypothèses qui ont été 
avancées dans la littérature (Abdul-Ghani et DeFronzo, 2010; Verges, 2010).
1.1.7 Régulation du métabolisme hépatique dans l fIR
Bien que le tissu adipeux soit le site primaire de la régulation des flux d ’AGNE et de la 
clairance des triglycérides des chylomicrons, les niveaux circulants de triglycérides sont 
aussi tributaires de la gestion hépatique des différentes classes de lipoprotéines (Fisher et 
al., 2001; Fisher et Ginsberg, 2002). Chez l’humain, la redistribution des TG hépatiques 
vers les autres organes se fait principalement via leur assemblage avec l’apoBlOO et la 
sécrétion de VLDL. L’apoBlOO et l’apoB48 sont des produits de maturation protéique 
dérivés du gène APOB. L’apoB48 est exprimé dans l’intestin grêle et sert à la synthèse de 
chylomicrons. En plus de la dysfonction de gestion des lipides alimentaires et des AGNE, 
le DT2 est souvent associé à une anomalie du métabolisme des lipoprotéines qui est 
caractérisée par des niveaux élevés d’apoBlOO plasmatiques et de triglycérides contenus 
dans les VLDL (VLDL-TG) (Ginsberg et al., 1981; Ginsberg et al., 1985). Cet état est aussi 
caractérisé par une diminution des niveaux de cholestérol présents dans les lipoprotéines de 
haute densité (HDL) ainsi qu’une prédominance de lipoprotéines de faibles densités (LDL)
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de petite taille. La stéatose hépatique (ie : l’accumulation de TG dans le foie) est associé à 
la dyslipidémie en plus de corréler avec TIR hépatique et systémique (Adiels et al., 2006; 
Adiels et al., 2008). Quelques mécanismes pouvant mener à l’augmentation de la stéatose 
hépatique ont été identifiés dans la littérature. Parmi ceux-ci, notons l’augmentation des 
flux d’AGNE vers le foie. Bien que la lipolyse adipocytaire intracellulaire semble jouer un 
rôle mineur dans l’élévation postprandiale du RaNEFA, la localisation anatomique des TA 
viscéraux mène à la libération d’AGNE directement dans la veine porte hépatique. Ceci 
contribue significativement à l’augmentation des flux d’AGNE hépatiques chez les sujets 
ayant une obésité viscérale (Roust et Jensen, 1993). D'autre part la recapture des résidus de 
VLDL et de chylomicrons par le foie participe significativement à la régulation du 
métabolisme des TG circulants. La mesure de la proportion relative des lipides alimentaires 
qui recirculent sous forme de VLDL-TG en postprandiale est autour de 25 % chez 
l’humain. De ce pourcentage, 15 % provient de la recapture de lipoprotéines riches en TG 
alors que 10 % est tributaire de la lipolyse intravasculaire des chylomicrons (‘spillover’ des 
AGNE) (Barrows et Parles, 2006).
Des études ont montré que l’infusion intraveineuse d’oléate induit la sécrétion d’apoBlOO 
sans stimuler la sécrétion de TG (Castro Cabezas et al., 1993; Zhang et al., 2004).Les 
études de partition des lipides alimentaires menées par notre groupe montrent que la 
contribution des acides gras alimentaires à la stéatose hépatique des sujets pré-diabétiques 
est relativement faible (Labbé SM et al. 2012). Ceci peut être expliqué par la capacité du 
foie à recirculer les flux d’AGNE sous forme de VLDL. L’assemblage des VLDL se fait 
principalement dans la lumière du réticulum endoplasmique (RE). L’apoBlOO est 
synthétisé dans le RE sous forme de polypeptide natif. À ce stade, il ne forme que peu 
d’interaction avec les lipides et les niveaux protéiques sont principalement régulés par la 
voie de dégradation du protéasome (Fisher et al., 1997; Fisher et al., 2001; Zhou et al., 
1998). Dans un deuxième temps, la protéine microsomale de transfert des triglycérides 
(MTP) facilite l’ajout de lipides, surtout de triglycérides, pendant que l’apoBlOO est 
associée à la membrane du RE (Castro Cabezas et al., 1993; Zhang et al., 2004). L’ajout de 
lipides prévient sa dégradation post-traductionnelle et permet la formation de particules de 
VLDL prêtes à la sécrétion. La transcription de MTP est régulée par le facteur de
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transcription FoxOl. La signalisation de l’insuline mène à la phosphorylation de FoxOl et 
à son exclusion nucléaire, ce qui produit une diminution des niveaux de MTP (Kamagate et 
Dong, 2008). L’IR hépatique est en partie responsable de l’augmentation des niveaux de 
MTP et de la production de VLDL observée dans la dyslipidémie associée au syndrome 
métabolique . De plus, FIR hépatique se traduit par une diminution de la dégradation de 
l’apoBlOO par le protéasome et favorise la formation et la sécrétion de VLDL (Carpentier 
et al., 2002; Gutierrez-Juarez et al., 2006; Taghibiglou et al., 2000).
Certaines études suggèrent que l’augmentation de la LDN augmente la taille des particules 
de VLDL (Castro Cabezas et al., 1993) alors que l’augmentation du captage hépatique des 
AGNE accélère le taux de sécrétion d’apoBlOO sans changer la taille des particules (Zhang 
et al., 2004). D’autre part, le palmitate, le principal produit de synthèse de la LDN, 
contribue peu au contenu lipidique des VLDL lors du jeûne. En période postprandiale, la 
stimulation à l’insuline induit la transcription de SREBP-lc et de la Fatty Acid Synthase 
(FAS) via l’activation du liver X  receptor (LXR) (Chen et al., 2004). SREBP-lc est un 
facteur de transcription qui joue un rôle central dans la régulation transcriptionnelle de 
gènes impliqués dans la synthèse d’acides gras et de TG (Horton et al., 2002).
Puisque l’insuline stimule la LDN, il pourrait sembler logique que l’IR hépatique mène à 
une diminution de la synthèse endogène d’acides gras. Cependant, au lieu d’être diminuée, 
la LDN est augmentée chez les sujets insulino-résistants. D’autre part, une diminution de 
l’inhibition de la production hépatique de glucose par l’insuline est observée chez les 
patients DT2, ce qui participe aux hyperglycémies à jeun et postprandiales. Cette 
dichotomie laisse croire qu’une résistance sélective aux actions métaboliques de l’insuline 
pourrait interférer avec la gestion des substrats énergétiques (Matsumoto et al., 2002). 
Certaines études ont proposé que le contrôle de SREBP par I ’Insulin receptor substrate I 
(1RS) est conservé dans FIR alors que la régulation de FoxOl par IRS2 est altérée. 
Cependant, il a été démontré qu’IRSl et IRS2 sont impliqués dans la régulation hépatique 
du métabolisme glucidique et lipidique, ce qui exclut cette hypothèse (Leavens et al., 
2009). D’autres mécanismes ont été proposés comme la régulation de la LDN par
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mTORCl (Li et al., 2010) et l’induction du stress du réticulum endoplasmique (Su et al.,
2009). Cependant, une étude approfondie de ces hypothèses reste nécessaire.
1.1.8 Lipotoxicité et résistance à l ’insuline
Au cours des dernières années, les adeptes de la théorie lipocentrique de la pathogenèse du 
DT2 se sont fait de plus en plus nombreux (Unger et Zhou, 2001b). Plusieurs de ces 
fondements sont maintenant acceptés dans la littérature. L’accumulation de lipides dans les 
tissus maigres, notamment dans le muscle squelettique et le foie, est associée à l’IR. 
Cependant, l’accumulation de lipides neutres, tels que les triglycérides, n’a que peu 
d’impact signalétique sur la modulation de la sensibilité à l’insuline, à tout le moins dans le 
muscle squelettique (Kelley et al., 2002; Muoio, 2010). Une fois transportés dans le 
cytoplasme, les AG sont modifiés par l’ajout d’une coenzyme A (CoA) qui est catalysé par 
1’acyl-CoA synthase (ACS) (Schenk et al., 2008). Cette activation permet la disposition des 
AG vers les voies de synthèse des glycérolipides ou de la p-oxydation mitochondriale 
(Schenk et al., 2008). Il s’agit des principales voies métaboliques des lipides. La partition 
des flux lipidiques dans ces sentiers métaboliques est dépendante du tissu et de l’état 
nutritionnel.
A jeun ou lors d’exercice physique intense, la P-oxydation des acides gras constitue la 
principale source d’énergie dans le muscle squelettique. Une certaine controverse reste à 
être élucidée en ce qui concerne la régulation de l’oxydation musculaire des lipides dans 
l’obésité et le DT2 (Carpentier et al, 2011). Certaines études humaines utilisant un gradient 
artério-veineux ont permis de démontrer une diminution relative de l’oxydation des AGNE 
dans les membres inférieurs chez des patients IR au repos, lors de stimulation adrénergique 
et à l’exercice (Blaak et Wagenmakers, 2002; Blaak et al., 2006; Kelley et al., 2002; 
Mittendorfer et al., 2004). Cependant, l’oxydation pancorporelle des AGNE, mesurée par 
techniques isotopiques et par calorimétrie indirecte chez l’humain, est plus élevée chez les 
sujets diabétiques que chez les contrôles (Normand-Lauziere et al., 2010). La théorie qui lie 
la diminution de l’oxydation des AG à l’induction lipotoxique de l’IR sous-tend que la 
capacité mitochondriale dicte le taux d’oxydation lipidique au repos. Toutefois, en
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condition aérobique, l’oxydation des substrats métaboliques est principalement dépendante 
du taux d’utilisation de l’ATP (Muoio, 2010). Lors d’un effort soutenu, le changement du 
ratio ADP/ATP, augmente les flux de protons vers la matrice mitochondriale via l’ATP 
synthase. Cette situation nécessite une augmentation de la dégradation de sources de 
carbones afin d’alimenter le cycle du citrate et de maintenir le potentiel de la membrane 
mitochondriale interne. Au repos, une infime partie de la capacité mitochondriale est 
sollicitée. Il semble très peu probable que la demande énergétique de patients sédentaires et 
DT2 excède la capacité oxydative, même à la limite réduite, et puisse causer l’accumulation 
de lipides intramusculaires. Des études animales (Muoio, 2010) ont montré que 
l’augmentation des niveaux circulants de lipides induite par une diète riche en gras, 
augmente la capacité oxydative du muscle squelettique. Cette élévation est tributaire d’une 
augmentation de l’activité et des niveaux protéiques des principales enzymes responsables 
de la régulation de la (l-oxydation. De plus, ces résultats ont été confirmés dans différents 
modèles génétiques de DT2 (Muoio, 2010), ce qui contredit l’hypothèse stipulant que 
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Figure 4 : Diversité des dérivés lipidiques dans le plasma humain
Les acides gras synthétisés à base d’acétyl-CoA, forment l’élément de départ pour la 
synthèse de lipides plus complexes tels que les glycérolipides, les glycérophospholipides. 
les sphingolipides, et stérols lipides (sous forme d’esters de stéroïde). Chacune de ces 
familles est représentée par une molécule type. Certains acides gras sont convertis en 
eicosanoïdes. Les groupements acyls sont indiqués en vert, les atomes dérivés d’isoprène en 
violet et le squelette de glycérol est affiché en rouge. Les flèches indiquent les 
transformations chimiques entre les catégories majeures de lipides. Les valeurs entre 
parenthèses présentent le nombre d’analytes distincts au sein de chaque catégorie de lipides 
qui ont été quantifiés au moyen de la spectrométrie de masse. Tiré de (Quehenberger et 
Dennis, 2011).
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Une autre école de pensée propose que l’augmentation de la résistance à l’insuline dans le 
muscle squelettique soit induite par production endogène d’acylcamitines (Koves et al., 
2008). Ces molécules sont des produits d’oxydation incomplète des AG dont la longueur de 
la chaîne aliphatique varie entre 2 et 22 carbones. Elles sont produites par l’ajout d’un 
groupement carnitine aux acyl-CoA par la carnitine acyltransférase, afin de permettre leur 
translocation à l’intérieur de la mitochondrie. Lorsque que le flux de carbone vers la p- 
oxydation surpasse l’utilisation de l’acétyl-CoA par le cycle du citrate, il en résulte une 
oxydation incomplète des acylcamitines causant une accumulation tissulaire (Koves et al., 
2008). Les avancés récentes des techniques de lipidomique ont permis de déterminer que 
l’augmentation des niveaux plasmatiques d’acylcamitines corrèle avec la résistance à 
l’insuline et le DT2 chez l’humain (Quehenberger et Dennis, 2011).
Outre l’utilisation des AG pour produire de l’énergie, les acyl-CoA peuvent être 
transformés en plus de 600 molécules distinctes qui sont classifiées en 6 grandes familles : 
les AGNE, les glycérolipides, les glycérophospholipides, les sphingolipides, les stérols et 
les prénols (Figure 4). Les plus importantes diversités structurelles se retrouvent surtout 
dans les glycérophospholipides et les sphingolipides. Cette diversité est principalement 
caractérisée par la longueur de la chaîne aliphatique et la nature du groupement polaire. 
Bien que les lipides soient souvent vus comme une réserve énergétique, plusieurs d’entre 
eux possèdent aussi des propriétés signalétiques et structurelles. La synthèse de toutes ces 
molécules est régulée par un vaste réseau enzymatique dont certaines étapes sont 
saturables. Une augmentation des flux lipidiques intracellulaires peut donc favoriser la 
synthèse de certaines classes lipidiques au détriment d'autres (Schenk et al., 2008). Ce 
phénomène serait à la base de la lipotoxicité.
La régulation de la synthèse des glycérolipides est particulièrement importante dans le 
contexte de l’accumulation ectopique des lipides et le développement de la lipotoxicité 
tissulaire. La première étape de ce processus est l’ajout d’un acyl-CoA en position 1 d’une 
molécule de glycérol-3-phosphate par les glycérol-3-phosphate acyltransférase (GPAT) 
pour former un acide lysophosphatidique (LPA). Quatre isoformes de cette enzyme ont été 
identifiés. GPAT 1 et 2 sont présents à la surface de la matrice mitochondriale, alors que
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GPAT 3 et 4 sont microsomaux (Gimeno et Cao, 2008). Il s’agit de l’étape limitante de la 
synthèse de TG (Gimeno et Cao, 2008). Les GPAT localisés sur le RE constituent la 
majorité de l’activité retrouvée dans le foie et le tissu adipeux. D’autre part, GPAT 2 
constitue plus de 90 % de l’activité présente dans le muscle squelettique. Par la suite, 
l’ajout d’acyl-CoA sur la deuxième position de carbone du LPA est catalysé par la famille 
des l-acylglycérol-3-phosphate acyltransférase (AGPAT) pour former de l’acide 
phosphatique (PA). La déphosphorylation du PA par les différentes classes de Lipines, des 
enzymes ayant une activité dépendante du magnésium, mène à la production de 
diacylglycérol (DAG) (Bou Khalil et al., 2010). Outre le fait que cette molécule est le 
substrat de la synthèse de TG par la diacylglycérol acyltransférase (DGAT), il est 
également le précurseur de plusieurs phospholipides présents dans les différentes 
membranes cellulaires telles que la phosphatidylcholine, la phosphatidylsérine et la 
phosphatidyléthanolamine. Chacun des intermédiaires lipidiques produits par cette voie 
métabolique peuvent activer des sérine/thréonine kinases tel que mTOR, JNK, IKK ainsi 
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Figure 5 : Métabolisme des acides gras et action de l'insuline dans le muscle 
squelettique et le foie
Une augmentation des flux d'acides gras non-estérifiés dans la circulation sanguine 
augmente le captage par les myocytes ou hépatocytes. Les AG activés en acyl-CoA sont 
métabolisés par l'une des deux voies, l’oxydation ou le stockage. Lorsque le flux d'acides 
gras dépasse la capacité de ces voies de disposer des acyl-CoA, les intermédiaires 
métaboliques (par exemple : DAG, PA, LPA, céramides) s'accumulent dans le cytoplasme. 
À leur tour, ils activent un certain nombre de sérine/thréonine kinases qui régulent 
négativement l’action de l'insuline. Les céramides peuvent également altérer la 
signalisation de l'insuline via des interactions avec PKB/Akt. Une surcharge en AG sature 
la capacité oxydative de la mitochondrie et conduit à une accumulation d'acylcamitines. Ils 
ont aussi été liés au développement de TIR, bien que les mécanismes précis ne soient pas 
complètement identifiés à ce jour. AGP AT, acylglycérol-3-phosphate acyltransférase; PAP, 
PA phosphohydrolase. Tiré de (Schenk et al., 2008).
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1.2 Stress du réticulum endoplasmique et signalisation associée.
1.2.1 Fonction du réticulum endoplasmique et des protéines chaperonnes
Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite fibreux formé de bicouches lipidiques, 
qui régule plusieurs fonctions nécessaires au maintien de l’homéostasie cellulaire. Il est 
subdivisé en deux sections distinctes, le RE lisse et le RE rugueux. Plusieurs fonctions 
métaboliques importantes surviennent dans le RE lisse. Il est le site primaire de la 
lipogenèse de novo (LDN) et de la synthèse de stéroïdes, en plus de posséder les enzymes 
nécessaires à la synthèse de glycérolipides à partir d’acyl-CoA (Benyair et al., 2011). Il 
joue un rôle clé dans la production hépatique de glucose en catalysant la conversion du 
glucose-6-phosphate en glucose. Le RE rugueux est responsable de la synthèse et de la 
maturation de protéines qui sont adressées à la membrane ou destinées à la sécrétion 
extracellulaire (Benyair et al., 2011). Il est important de comprendre que la spécialisation 
de certains types cellulaires influence grandement l’expression de la machinerie 
enzymatique dans le RE. Habituellement, environ 30 % des protéines nouvellement 
synthétisées passent par cet organite. Cependant, ce pourcentage peut atteindre 70 % dans 
certaines cellules spécialisées comme les hépatocytes et les cellules pancréatiques acinaires 
(Brodsky et Skach, 2011). Afin d’assurer la maturation adéquate d’une aussi grande 
quantité de polypeptides natifs, on y retrouve une machinerie enzymatique complexe. 
Avant d’être exportés vers le Golgi, ces peptides subissent un processus de maturation via 
leur interaction avec les différentes classes de protéines chaperonnes. Bien que ces 
chaperons moléculaires soient exprimés dans plusieurs compartiments cellulaires, certains 
sont exclusifs au RE comme le glucose-related peptide 78 (GRP78), le glucose-related 
peptide 94 (GRP94) et les ERdjl-7 (Brodsky et Skach, 2011). Ils interagissent avec les 
séquences hydrophobes des polypeptides natifs, préviennent leur agrégation et permettent 
un repliement protéique adéquat.
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La rétention des peptides natifs dans la lumière du RE est en compétition avec leur 
exclusion de cet organite qui mènera à leur dégradation par le protéasome (revue dans 
(Brodsky et Skach, 2011)). Ce phénomène de rétention se fait principalement via la N- 
glycosylation par l’oligosaccaryltranférase qui ajoute un oligosaccharide 
(GlcNACaMançGlci) sur une séquence consensus (Asparagine-X-Sérine/Thréonine). Cette 
modification permet d’augmenter la solubilité des protéines et offre un site de liaison pour 
la calnexine et la calréticuline (Kowarik et al., 2002). Le clivage successif de deux 
molécules de glucose sur 1’oligosaccharide par la glucosidase I et la glucosidase II accentue 
cette affinité. La liaison à ce type de chaperons a pour rôle de prévenir l’exportation de ces 
protéines vers le cytosol.
La formation intra et intermoléculaire de ponts disulfides est, elle aussi, un processus 
important pour la maturation des protéines sécrétées dont la séquence est particulièrement 
riche en résidus cystéine. La protéine disulfide isomérase (PDI) reconnaît les protéines mal 
repliées sans avoir à interagir avec d’autres effecteurs et catalyse la formation, le clivage ou 
F isomérisation de ces liens covalents. Fait intéressant, ce processus semble être 
particulièrement applicable aux situations où la synthèse protéique est accentuée (Benyair 
et al., 2011).
1.2.2 Mécanismes d ’induction du stress du RE
La perturbation de l’homéostasie du RE mène à la diminution de son efficacité de 
maturation protéique. Si cette capacité de maturation est outrepassée par le taux de synthèse 
peptidique, des agrégats de protéines mal repliées s’y accumuleront. Cet état est connu 
comme le stress du RE et son implication a été montrée dans le développement de plusieurs 
pathologies, notamment la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, l’athérosclérose, 
l’obésité et le DT2 (Wang et Kaufman, 2012). Plusieurs conditions cellulaires ont été 
identifiées comme pouvant induire le stress du RE. Une demande exagérée de la synthèse 
protéique à long terme, une anomalie de la partition des concentrations intracellulaires de 
calcium, une altération de la glycosylation, une privation de glucose, l’hypoxie et la 
surexposition aux lipides en sont quelques-unes (Hotamisligil, 2010).
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Quoi qu’il en soit, plusieurs protéines chaperonnes telles que GRP78, GRP94, calréticuline 
et calnexine possèdent des sites de liaison pour le calcium. La déplétion des concentrations 
de calcium dans le RE, suite au traitement avec de la thapsigargine, un inhibiteur non 
sélectif des canaux de la classe des sarco/endoplasmique réticulum Ca2+ ATPase (SERCA) 
induit un puissant stress du RE autant in vivo qu’in vitro. L’inhibition de la glycosylation 
par la tunycamine, crée elle aussi une importante accumulation de protéines dans le RE. 
Lorsque la capacité de maturation protéique est outrepassée par le taux de synthèse 
protéique, des mécanismes compensatoires sont activés. L’Unfolded Protein Response 
(UPR) est une voie de signalisation subdivisée en trois branches distinctes (Ron et Walter, 
2007). Ces branches sont régulées par trois protéines transmembranaires associées au RE : 
VInositol requiring enzyme I (IRE1), le PKR-like eukaryotic initiation factor 2a kinase 
(PERK) ainsi que Y activating transcription factor 6 (ATF6). Lors d’absence de stress 
cellulaire, ces trois protéines sont liées à la protéine GRP78, ce qui les garde sous leurs 
formes latentes. L’accumulation de polypeptides mal repliés dans le RE mène au 
recrutement de GRP78 et à sa dissociation d’avec ces trois importants effecteurs de l’UPR 
(Ron et Walter, 2007). Bien que d’autres phénomènes moléculaires ont été montrés comme 
modulateurs de l’UPR, certains auteurs considèrent toujours l’interaction avec GRP78 
comme le plus important mécanisme (Walter et Ron, 2011).
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Figure 6 : Régulation du stress de RE en fonction du statut métabolique
Modèle conceptuel représentant l’évolution du stress du RE en réponse au statut 
nutritionnel. La transition entre le jeûne et la période postprandiale (courbe noire) mène à 
l’augmentation des flux de nutriments et induit un stress relatif du RE. En situation 
physiologique, l’activation de l’UPR rétablit entièrement la fonction du RE. Un stress aigu 
(courbe rouge) induit par urt traitement avec un inducteur chimique, ainsi qu’un apport 
supraphysiologique d’acides gras ou de cholestérol, produit un stress du RE soutenu, 
l’activation de l’UPR et l’apoptose cellulaire. Lors de l’induction d’un stress chronique 
(courbe bleue), le stress du RE ne peut être complètement rétabli par les mécanismes 
compensatoires et augmente graduellement. Cela mène à une dérégulation métabolique. 
Tiré de (Fu et al., 2012).
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Le stress du RE a souvent été étudié à l’aide des outils pharmacologiques préalablement 
cités. Cependant, l’induction du stress du RE dans le contexte du développement de 
désordres métaboliques ne semble pas suivre un mode d’activation aussi rapide et puissant. 
Le changement de l’état nutritionnel augmente la demande pour la maturation protéique 
dans le RE et crée un stress transitoire (Figure 6) (Fu et al., 2012). Dans cette situation, 
l’activation de l’UPR permet de diminuer la synthèse, d’activer la dégradation et 
d’augmenter la capacité de maturation protéique afin de rétablir l’homéostasie du RE. En 
conditions physiologiques, le stress retrouve un niveau de base après chaque cycle 
(Figure 6) (Fu et al., 2012) . Lorsque le système est soumis à un stress chronique ou une 
désensibilisation des différentes réponses adaptatives, les fonctions optimales du RE ne 
sont pas recouvrées entre chaque cycle, menant à des phénomènes pathologiques.
1.2.3 Sentier de signalisation associé à Vlnositol-Requiring Protein-1
Certaines équipes ont montré qu’IREl pouvait aussi être activé par sa liaison directe avec 
des agrégats peptidiques. Sa forme inactive est un monomère. Cependant, certaines 
hypothèses stipulent que sa liaison avec GRP78 serait plutôt une stratégie afin de stabiliser 
cette conformation instable (Ron et Walter, 2007). Quoi qu’il en soit, il a été démontré que 
l’homodimérisation d’IREl permet aux domaines luminaux d ’interagir entre eux (Zhou et 
al., 2006). Par la suite, la liaison de ces domaines avec des agrégats protéiques mène à la 
formation d’un site de liaison peptidique semblable à celui retrouvé dans les complexes 
majeurs d’histocompatibilité (Gardner et Walter, 2011). La liaison d’agrégats peptidiques 
sur ce dernier catalyse l’autophosphorylation du dimère sur ses sites cytosoliques et 
favorise la formation d’oligomères (Korennykh et al., 2009). Cette conformation stabilise 
l’activité kinase et endoribonucléase.
La transduction de signal induite par l’activation d’IREl se fait d’abord via l’épissage 
alternatif de l’ARN messager du facteur de transcription X-box Binding Protein 1 (XBP1) 
(Lee et al., 2008b). La traduction de XBP-1 épissé, seul ou en présence d’ATF6a, permet 
d’induire la transcription de protéines chaperonnes. L’étude du transcriptome de cellules 
XBP1-/- en réponse au stress a permis de déterminer que l’expression de plusieurs
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membres de la famille des Hsp40 (p58IPIC, ERdj4, HEDJ) en plus de PDI est directement 
régulée par ce facteur de transcription (Lee et al., 2008b). L’épissage d’XBPl permet 
d’augmenter la synthèse de phospholipides ainsi que la biogenèse du RE. Mis ensemble, 
ces mécanismes favorisent l’augmentation de la fonction du RE dans le but de rétablir 
l’homéostasie de cet organite. Cependant, XBP-1 non épissé est un puissant répresseur de 
ce phénomène (Figure 7). L’activité endoribonucléase d’IREl permet aussi de diminuer la 
charge protéique dans le RE en clivant les ARN messagers dont la séquence permet leur 
transcription dans le RE. D’autre part, la phosphorylation d ’IREl permet l’activation de c- 
Jun kinase (JNK), une serine/thréonine kinase bien connue pour son rôle dans le 
développement de la résistance à l’insuline et l’apoptose cellulaire (Urano et al., 2000). Ce 
phénomène se fait via l’interaction avec TRAF2, qui régule aussi l’apoptose en raison de 
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Figure 7 : Régulation de la fonction du RE par le sentier de signalisation associé à 
IRE1
IRE1 s’oligodimérise à la membrane du RE en réponse au stress cellulaire permettant sa 
trans-autophosphorylation. Les modifications allostériques qui s’ensuivent, permettent 
d’augmenter l’affinité du domaine à activité endoribonucléase pour son seul substrat 
connu : l’ARNm de XBP1. La forme non épissée transcrit un facteur de transcription qui 
inhibe la transcription de gènes impliqués dans l’UPR alors que la forme épissée induit la 
transcription de ceux-ci. Le recrutement de TRAF2 par IRE1 phosphorylé, permet 
l’activation de JNK et de la caspase 12, qui régulent l’IR et Papoptose cellulaire. Tiré de 
(Ron et Walter, 2007).
1.2.4 Sentier de signalisation associé au PKR-like eukaryotic initiation factor 2a kinase.
Tout comme IRE1, PERK est une protéine transmembranaire située dans le RE qui se 
dimérise en réponse au stress (Bertolotti et al., 2000). L’autophosphorylation de sa boucle 
d’activation permet le recrutement et la phosphorylation de la sérine 51 de son unique 
substrat connu, la sous-unité alpha du facteur de transcription eukariotique 2 (eI2Fa) 
(Scheuner et al., 2001). Cette modification inhibe l’échange de guanine catalysé par eI2FB 
et l’activation d’eI2F menant à une réduction de l’initiation de la traduction protéique. 
Malgré une réduction globale de la synthèse protéique, une augmentation sélective de la
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synthèse de certains facteurs de transcription est observée. C’est le cas de Y Activating 
transcription factor 4 (ATF4). Celui-ci régule l’expression de gènes codant pour des 
enzymes aux propriétés anti-oxydantes (Harding et al., 2000). De plus, ATF4 régule 
l’expression du C/EBP homologous protein (CHOP) et de XBP-1 (Harding et al., 1999). 
CHOP est lui aussi un facteur de transcription, dont certains gènes cibles induisent une 
réponse pro-apoptotique (Marciniak et al., 2004). GADD34 est une sous-unité régulatrice 
de la phosphatase PP1 (Harding et al., 1999). Son expression est sous le contrôle de CHOP 
et catalyse la déphosphorylation d’eIF2a ainsi que la levée de l’inhibition de la synthèse 
protéique. De plus, des études ont montré qu’une phosphorylation soutenue d’eI2Fa 
















Figure 8 : Régulation de la fonction de RE par le sentier de signalisation associé à 
PERK
En réponse au stress, PERK s’oligodimérise, menant à la trans-autophosphorylation des 
boucles d’activation. Ce phénomène permet la phosphorylation de la sérine 51 de la sous- 
unité a  d’eIF2 et à l’inhibition sélective de la traduction protéique. Dans ces circonstances, 
l’augmentation d’ATF4 et de CHOP permet la transcription de protéines chaperonnes, 
d'enzymes de dégradation protéique et assure une réponse anti-oxydante adéquate. Tiré de 
(Ron et Walter, 2007).
1.2.5 Sentier de signalisation associé à t ’A TF6.
L’induction du stress du RE mène à la dissociation d'ATFô et de GRP78, facilitant 
l’exportation d’ATFô vers l’appareil de Golgi par transport vésiculaire (Haze et al., 1999). 
Dans ce compartiment cellulaire, le clivage séquentiel par les protéases SIP (site 1 
protéase) et S2P (site 2 protease) libère un fragment cytosolique possédant un site de 
liaison à l’ADN (Ye et al., 2000). Ce fragment (ATF6 (N)). est transporté vers le noyau où 
il joue le rôle de facteur de transcription. Il induit la transcription de gènes dont le
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promoteur contient des séquences de réponse au stress du RE (ER stress response element I  
et II (ERSE)), unfolded protein response element (UPRE)) et à la stimulation à l'AMPc 
(cAMP response element (CRE) (Shen et al., 2002). L’expression d’EDEM. une enzyme 
jouant un rôle dans l’exclusion des agrégats hors du RE et dans la dégradation protéique, 
est particulièrement régulée par cette voie de signalisation. (Figure 9). ATF6 possède des 
similarités structurelles ainsi qu’un mode d’activation semblable à cinq autres protéines de 
la famille CREBP (cAMP response element binding protein (Zhang et al., 2006). En 
réponse au stress, SREBP et CREBP peuvent être activées. Cependant, aucune d’entre elles 
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Figure 9 : Régulation de la fonction de RE par le sentier de signalisation associé à 
ATF6
En réponse au stress, la dissociation de GRP78 permet la translocation d’ATF6 vers 
l’appareil de Golgi et son clivage par les enzymes SP1 et SP2. La libération d'un fragment 
cytosolique et sa translocation nucléaire active la réponse au stress du RE. T iré de (Ron et 
Walter, 2007).
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1.3 Implication du stress du RE dans le développement des maladies métaboliques.
Au cours des dernières années, l’étude du stress du RE dans le contexte du développement 
des maladies métaboliques a progressé à un rythme fulgurant. Selon Hotamisligil 
(Hotamisligil, 2010) les complications métaboliques qui y sont associées ne sont pas 
seulement tributaires de l’accumulation de polypeptides natifs ou de la réponse pro- 
apoptotique engendrée. Le RE peut être considéré comme jauge permettant de déterminer 
l’abondance de substrats énergétiques et d’adapter la réponse endocrinienne. Il faut 
comprendre que chaque type cellulaire sera affecté différemment selon sa spécialisation. 
L’activation de l’UPR aura soit un effet positif ou négatif sur leur homéostasie.
1.3.1 Dysfonctions pancréatiques et stress du RE
Les cellules p pancréatiques sont spécialisées dans la production, la maturation et la 
sécrétion d’insuline. Leur cytoplasme contient de grandes quantités d’ARN messagers 
codant pour la séquence de la proinsuline. Une fois synthétisée, celle-ci est clivée et sa 
forme active est stockée dans des vésicules de sécrétion. Lors de l’élévation de la glycémie, 
le taux de synthèse de la proinsuline augmente de 25 fois, produisant un flux important de 
peptides dans le RE (Schuit et al., 1988). Les mécanismes menant à l’augmentation des 
niveaux circulants d’AGNE et de glucose dans l’obésité et la résistance à l’insuline ont 
préalablement été abordés. Il est maintenant clair que la lipotoxicité et la glucotoxicité 
agissent en synergie dans la progression de la dysfonction pancréatique associée au DT2 
(Poitout et Robertson, 2008). Fait intéressant, autant la lipotoxicité que la glucotoxicité 
mènent à l’induction du stress du RE. Plusieurs évidences suggèrent que la diminution de la 
sécrétion d’insuline stimulée par le glucose serait tributaire de l’incapacité de la cellule P à 
recouvrer l’homéostasie suite à un stress du RE chronique (Back et Kaufman, 2012).
Il a été démontré, autant par des études in vivo qu'in vitro que les acides gras saturés et 
insaturés peuvent inhiber la synthèse de la proinsuline et diminuer la sécrétion d’insuline en 
réponse au glucose (Back et Kaufman, 2012). Cependant, les AGNE saturés induisent une 
dysfonction plus sévère que celle produite par les AGNE insaturés, et sont plus enclins à
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provoquer l’apoptose des cellules |3. Le traitement au palmitate mène à la phosphorylation 
d’eIF2a ainsi qu’à l’augmentation de l’expression d’ATF4 et de CHOP (Cnop et al., 2010). 
L’activation de la signalisation associée à IRE a aussi été observée dans certaines études 
(Cunha et al., 2008; Lai et al., 2008; Laybutt et al., 2007). Il faut noter que l’expression 
d’XBPl et GRP78, deux cibles transcriptionnelles d’ATFôa, est augmentée par le palmitate 
et l’oléate (Lai et al., 2008).
La partition de ces types d’acides gras dans les différentes voies métaboliques est la 
principale hypothèse pour expliquer l’induction différentielle du stress du RE par les 
différents types d’AG. La surexposition à l’oléate favorise l’estérification et la formation de 
lipides neutres. Ceux-ci sont bien tolérés par les cellules-P pancréatiques. L’estérification 
du palmitate se fait à un rythme plus lent et une surexposition à ce type d’AG engendre la 
synthèse de métabolites toxiques comme l’acide lysophosphatidique, l’acide 
phosphatidique, les diacylglycérols ainsi que les céramides (Prentki et Madiraju, 2012). 
L’inhibition pharmacologique de la synthèse de céramides atténue l’induction du stress du 
RE et l’apoptose cellulaire induites par le palmitate (Lupi et al., 2002; Maedler et al.,
2001). La concentration calcique dans le RE joue aussi un rôle important dans la régulation 
de la sécrétion d’insuline. La concentration luminale de calcium doit être maintenue autour 
de 250 pM afin de permettre aux chaperons dépendants du calcium d’exercer leurs actions 
(Yoshida et al., 2000). L’exposition à long terme des cellules p au palmitate entraîne la 
déplétion d’environ 40 % des stocks de Ca2+ contenus dans le RE en diminuant le captage 
dépendant de la pompe SERCA ou en activant le récepteur à FIP3. Ce débalancement mène 
à l’activation de l’UPR (Figure 10) (Cunha et al., 2008).
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Figure 10 : Mécanismes de dysfonction de la cellule-P pancréatique via le stress du RE
L’exposition aux acides gras saturés augmente la synthèse de céramides en raison de leur 
faible taux de fî-oxydation et d’estérification. Ces conditions induisent Factivation de 
PERK et une mobilisation cytosolique excessive de calcium. D’autre part, l’exposition 
chronique à de hauts niveaux de glucose augmente la synthèse de pro-insuline et du islet 
amyloid polypeptide, en plus d’activer IREa. Ces mécanismes agissent en synergie pour 
induire une dysfonction de la cellule |3 et une apoptose cellulaire. Tiré de (Back et 
Kaufman, 2012).
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Sous conditions d’hyperglycémie chronique, l’augmentation de la synthèse protéique 
provoque une diminution progressive de la sécrétion et de la synthèse d’insuline. Tout 
d’abord, la glucotoxicité est partiellement médiée par une production accrue de dérivés 
réactifs de l’oxygène (ROS). Plusieurs voies méatboliques peuvent être impliquées dans ce 
processus, notamment la phosphorylation oxydative mitochondriale, les voies des 
hexosamines et du sorbitol (Poitout et Robertson, 2008). La cellule p est particulièrement 
sensible au stress oxydatif étant donné qu’elle n’exprime que très faiblement la catalase et 
la gluthatione peroxydase, deux enzymes responsables de la détoxification des ROS 
(Robertson et al., 2007). Le stress oxydatif inhibe la production d’ARNm codant pour la 
proinsuline via l’inactivation des facteurs de transcription PDX1 et MafA (Tiedge et al.,
1997). D’autre part, l’exposition chronique à de hautes concentrations de glucose stabilise 
l’activité endonucléase d’IREl et l’épissage de XBP1. Dans ces conditions, la dégradation 
du transcrit de la proinsuline et une diminution de la synthèse d’insuline sont observées 
(Lipson et al., 2006). Cependant, la diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au 
glucose in vivo semble être médiée par l’action synergique de la lipotoxicité et de la 
glucotoxicité (glucolipotoxicité). Le traitement au glucose et au palmitate induit une 
réponse soutenue de signalisation d’IREl et de PERK. Les mécanismes exacts menant à la 
glucolipotoxicité ont été largement étudiés, mais ne seront pas détaillés dans cet ouvrage. 
Pour de plus amples informations, le lecteur peut se référer aux articles suivants (Poitout et 
Robertson, 2008; Prentki et Madiraju, 2012).
1.3.2 Métabolisme hépatique et stress du RE
Le foie joue un rôle central dans la gestion des flux de substrats énergétiques. L’expression 
de GRP78 ainsi que la phosphorylation de JNK et d’eIF2a ont été observés dans le foie de 
patients obèse et DT2 (Gregor et al., 2009) en plus d’être associée à une résistance à 
l’insuline hépatique et systémique dans certains modèles animaux (Ozcan et al., 2004). 
Dernièrement, l’étude du lipidome et du protéome hépatique d’un modèle de souris obèse a 
montré une surexpression des enzymes responsables de la lipogenèse de novo et de 
synthèse de phospholipides (Fu et al., 2011). L’analyse de la composition lipidique de la 
fraction microsomale révèle une élévation du ratio de phosphatidylcholine sur
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phosphatidyléthanolamine (PC/PE), menant à une diminution de l’activité de la pompe 
SERCA. Ces variations ont été associées à l’augmentation de l’expression de deux enzymes 
clés de la conversion de PE en PC, la choline-phosphate citidylyltransférase A (Pcytla) 
ainsi que la phosphatidyletanolamine N-transférase (Pemt). L’altération de l’expression 
génique de ces enzymes rétablit l’activité de SERCA, réduit l’activation de l’UPR en plus 
de diminuer l’expression de gènes impliqués dans la lipogenèse et la néoglucogenèse. Une 
autre étude montre que le contenu en DAG des gouttelettes lipidiques de patients obèses 
corrèle avec l’activation de la protéine kinase c e et la résistance à l’insuline (Kumashiro et 
al., 2011).
Ces résultats suggèrent qu’une lipogenèse trop active peut induire le stress du RE. 
Cependant, il a aussi été démontré que certaines composantes de l’UPR peuvent activer ce 
phénomène. Le changement du statut nutritionnel est associé à la phosphorylation d’eIF2a. 
La diminution de la traduction de Insigl augmente l’activation de SREBP-lc, un facteur de 
transcription qui régule l’expression de gènes pro-lipogéniques (Bobrovnikova-Marjon et 
al., 2008). La surexpression hépatique de GADD34 réduit la phosphorylation d’eIF2a et 
mène à une diminution de la production hépatique de glucose accompagnée d’une 
diminution de l’expression des gènes néoglucogéniques : C/EBPa, C/EBPp et PEPCK 
(Birkenfeld et al., 2011).
La délétion hépatique d’IREl a, en présence d’un traitement à la Tunicamycine, un 
inducteur pharmacologique du stress du RE, augmente la transcription de gènes 
lipogéniques en plus d’inhiber la sécrétion d’apolipoprotéine B (Zhang et al., 2011). La 
combinaison de ces mécanismes augmente la stéatose hépatique de ces animaux. Cette 
étude suggère que la signalisation associée à IRE la  est essentielle pour limiter 
l’accumulation hépatique de lipides en situation de stress, en limitant la synthèse d’AG et 
en augmentant la recirculation des lipides sous forme de VLDL. Cependant, la délétion 
hépatique de XBP1, dont l’activation est en aval d’IREl a, réduit la lipogenèse et la 
sécrétion hépatique de TG contenus dans les VLDL (Lee et al., 2008a). Ces résultats 
suggèrent qu’XBPl induit la lipogenèse en réponse au stress du RE, malgré que l’activation 
d’IREl semble atténuer ce phénomène (Figure 11).
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Figure 11 : Régulation du métabolisme hépatique par l’UPR et le stress du RE
Schématisation des différents mécanismes pouvant induire une stéatose hépatique en 
réponse à l’activation des différentes voies de signalisation de l’UPR Tiré de (Basseri et 
Austin, 2012)
D’autres études montrent que la délétion d’ATFé accentue la résistance à l’insuline et la 
stéatose hépatique induite par le stress du RE. L’ATF6(N) hétérodimérise avec SREBP2 lié 
à l’élément de réponse au SREBP et recrute les histones déacétylases (HDAC) de type 1. 
Ce phénomène bloque la transcription génique associée à ce facteur de transcription 
(Rutkowski et al., 2008). Cependant, la régulation de la lipogenèse ne semble pas être le 
principal effet en l’absence d’ATF6. Celui-ci réduit l’expression de PPARa et Pgc-la, deux 
gènes impliqués dans la régulation de la capacité oxydative et la biogenèse mitochondriale. 
Une diminution du métabolisme oxydatif dans le foie peut expliquer une redistrition des 
flux lipidiques vers les voies d’estérification (Rutkowski et al., 2008). Une diminution de la
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sécrétion d’apo-B100 a aussi été observée. D’autre part, ATF-6 peut diminuer la production 
de glucose hépatique en raison de sa liaison avec TORC2 qui prévient la transcription 
génique associée à CREB (Wang et al., 2009).
Pris ensemble, ces résultats démontrent que le stress du RE hépatique est induit par une 
augmentation de la lipogenèse de novo. De plus, l’activation de certaines voies de l’UPR 
active l’expression de la machinerie enzymatique impliquée dans la synthèse d’AG. 
L’induction de l’IR hépatique dépendante du stress du RE est donc soumis à un cercle 
vicieux impliquant une augmentation de la lipogenèse.
1.3.3 Fonctions des tissus adipeux blancs et stress du RE
L’expression de différents marqueurs du stress du RE a été mesurée dans le tissu adipeux 
de patients obèses (Gregor et al., 2009). Lors de cette étude, ces mêmes patients subissaient 
une dérivation gastrique. Suite à la perte de poids induite par cette procédure, une 
diminution de l’expression génique de GRP78 et XBP-1 épissé fut observée, accompagnée 
d’une réduction de la phosphorylation d’eIF2a et de JNK (Gregor et al., 2009). In vitro, le 
stress du RE induit par la thapsigargine et la tunicamycine augmente la production 
d’AMPc, l’activation de la protéine kinase A et la lipolyse adipocytaire. Une augmentation 
de la phosphorylation de ERK 1/2 et de la HSL a aussi été observée (Deng et al., 2012). 
Bien que l’activation de JNK soit présente en réponse au stress du RE, elle ne semble pas 
être impliquée dans la régulation de la lipolyse. Cependant, d’autres études montrent que la 
phosphorylation de JNK réduit le captage glucidique stimulé par l’insuline en plus de 
diminuer la sécrétion de leptine et d’adiponectine. Ces changements sont accompagnés 
d’une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que 
l’interleukine-6 et le TNF-a (Xu et al., 2010).
L’inflammation du tissu adipeux obèse a été montrée dans plusieurs études humaines 
(Boden et Merali, 2011) et modèles animaux (Ozcan et al., 2004). Autant l’inflammation 
locale que systémique participent à la désensibilisation des effets métaboliques de 
l’insuline. L’implication du stress du RE dans la réponse pro-inflammatoire du TA peut
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être médiée par plusieurs composants de l’UPR. L’activation de PERK réduit l’expression 
d’IicB et permet la translocation nucléaire de NFkB (Jiang et al., 2003). L’ATFô (N) permet 
aussi l’activation de ce facteur de transcription (Gregor et Hotamisligil, 2007). L’activité 
kinase d’IREl mène à la phosphorylation de JNK. Cette sérine/thréonine kinase interfère 
avec la signalisation de l’insuline en plus de promouvoir la production de cytokines et 
l’apoptose cellulaire (Gregor et Hotamisligil, 2007) Les facteurs de transcription XBPls et 
ATF4 induisent l’expression de 1’interleukine 8 et 6 ainsi que le monocyte chemoattractant 
protein 1 (MCP-1) (Hotamisligil, 2008). Certains mécanismes physiologiques ont été 
avancés afin d’expliquer l’induction du stress du RE dans le TA (Gregor et Hotamisligil, 
2007). Une hypothèse est que l’hypertrophie de la gouttelette lipidique induit un stress 
mécanique sur le RE. Pour éviter une dysfonction des TA, une expansion hyperplasique est 
nécessaire afin de prévenir l’hypertrophie adipocytaire. La différenciation de préadipocytes 
en adipocytes est fortement régulée par C/EBPa, qui est nécessaire à l’induction du 
programme adipogénique médié par PPARy. Cependant, CHOP interagit directement avec 
les différents membres de la famille des C/EBP et prévient la cascade signalétique menant à 
l’adipogenèse (Zha et Zhou, 2012). Lors d’une expansion rapide du tissu adipeux, une 
angiogenèse déficiente peut mener à l’hypoxie adipocytaire. L’hypoxie est impliquée dans 
la surexpression de GRP78 et CHOP dans des cultures d’adipocytes (Hosogai et al., 2007).
1.4 Utilisation thérapeutique des chaperons chimiques.
1.4.1 Classes de molécules et mécanismes d ’action
Les chaperons chimiques sont de petites molécules qui possèdent des caractéristiques 
structurelles similaires à celles des protéines chaperonnes résidentes du RE. Ces propriétés 
leur permettent de faciliter la maturation protéique en plus d’augmenter la fonction du RE 
(Perlmutter, 2002). Les différents types de chaperons chimiques sont classés en fonction de 
leur mécanisme d’action. La majorité de ceux-ci sont des osmolytes. En augmentant la 
densité intracellulaire, ils limitent l’agrégation des protéines mal repliées. Le glycérol, la 
triméthylamine, l’oxyde de triméthylamine (TMAO) ainsi que certains acides aminés (ou 
dérivés d’acides aminés) comme la proline sont tous des osmoprotecteurs (Perlmutter,
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2002). D’autre part, certaines molécules hydrophobes permettent de lier les segments 
polaires des peptides natifs. La formation de complexe avec ces peptides augmente leur 
solubilité et prévient leur agrégation.
1.4.2 Utilisation thérapeutique des chaperons chimiques
Plusieurs pathologies sont reliées soit à l’accumulation de polypeptides ou à la maturation 
déficiente de protéines altérées par des mutations génétiques. Le développement de la 
maladie d’Alzheimer, les maladies à prions et le DT2 sont d’excellents exemples de 
pathologies associés à une accumulation de polypeptides (Perlmutter, 2002). D’autre part, 
le diabète insipide, la fibrose kystique, la maladie de Gaucher et la maladie de Fabry 
peuvent être causés par des mutations ponctuelles qui empêchent une maturation protéique 
efficace. Ce phénomène modifie la localisation cellulaire ou l’activité de certaines 
enzymes. Dans le cas de la fibrose kystique, une mutation de la phénylalanine 508 du 
CFTR, un canal facilitant l’excrétion d’ions CL à travers l’épithélium pulmonaire, empêche 
sa maturation et mène à sa dégradation par le protéasome (Sato et al., 1996). In vitro, un 
traitement au glycérol, au DMSO (Brown et al., 1996) ou au TMAO (Bebok et al., 1998) 
sont efficaces pour rétablir l’adressage à la membrane et l’activité du CFRT. Cependant, 
ces molécules ne sont efficaces qu’à de hautes concentrations, ce qui limite leur utilisation 
thérapeutique in vivo.
1.4.3 Le 4-phénylbutyrate
Le 4-phénylbutyrate (4-PBA) est un AG à courte chaîne. Son utilisation dans le traitement 
des désordres du cycle de l’urée est approuvée par l’agence américaine de la Food and 
Drug Administration (FDA) (Maestri et al., 1996). Le 4-PBA est une pro-drogue bio­
disponible par voie orale. Une fois dans la circulation sanguine, elle est (3-oxydée en 4- 
phénylacétate puis convertie en phenylactylglutamine. Celle-ci est éliminée par voie 
urinaire, ce qui favorise l’élimination des surplus plasmatiques d’acides aminés observée 
dans cette pathologie. D’autre part, des propriétés de chaperon chimique du 4-PBA ont été
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caractérisées (Rubenstein et al., 1997). Ces caractéristiques en ont fait un candidat de choix 
pour confirmer ou infirmer l’efficacité in vivo des chaperons chimiques dans le traitement 
de pathologies caractérisées par un défaut de maturation protéique. Une supplémentation de 
7 jours avec le 4-PBA augmente l’adressage à la membrane du CTRF et l’excrétion de Cl' 
chez des patients atteints de fibrose kystique (Rubenstein et al., 1997; Rubenstein et Zeitlin,
1998). L’utilisation de 4-PBA a aussi montré son efficacité afin de prévenir l’apparition du 
stress du RE et de rétablir l’homéostasie glucidique dans un modèle murin de DT2 (Ozcan 
et al., 2006). Chez l’humain, un traitement au 4-PBA prévient la diminution de l’index de 
disposition induite par l’élévation expérimentale des AGNE (Xiao et al., 2011).
1.4.4 L ’acide tauro-ursodésoxycholique
L’acide tauroursodeoxycholique (TUDCA) est un acide biliaire en essai clinique pour le 
traitement de pathologies cholestatiques (Engin et Hotamisligil, 2010) . Cette molécule 
possède, elle aussi, la capacité de prévenir le stress du RE. L’analyse structure-fonction du 
TUDCA a démontré que l’acide ursodeoxycholique (UDCA) possédait l’activité 
chaperonne la plus importante alors que la conjugaison avec la taurine n’affectait pas celle- 
ci (Berger et Haller, 2011). Tout comme le 4-PBA, le TUDCA améliore l’homéostasie 
glucidique des souris ob/ob (Ozcan et al., 2006). D’autre part, un traitement de 4 semaines 
avec le TUDCA chez des patients obèses et insulino-résistants augmente la sensibilité 
hépatique à l’insuline sans effet significatif sur la glycémie à jeun ou l’expression de 
marqueurs du stress du RE dans le TA et le muscle squelettique (Kars et al., 2010).
1.4.5 Limitation de l'étude des effets anti-diabétiques des chaperons chimiques in vivo
Les mécanismes exacts menant à l’amélioration de Thoméostasie glucidique dans le DT2 
lors du traitement avec des chaperons chimiques sont encore mal compris. En date 
d’aujourd’hui, une seule étude a démontré leur efficacité à améliorer la tolérance au 
glucose, la sensibilité systémique à l’insuline ainsi que le métabolisme adipocytaire et 
hépatique de manière dépendante de l’inhibition du stress du RE (Ozcan et al., 2006). 
Plusieurs études ont démontré une amélioration de la tolérance au glucose ou de la
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glycémie à jeun, sans pour autant mesurer l’effet sur la sensibilité à l’insuline systémique 
(Basseri et al., 2009; da-Silva et al., 2011). D’autre part, l’effet métabolique induit par ces 
molécules ne semble pas être dépendant d’une normalisation des défauts 
physiopathologiques induits par le stress du RE mais plutôt de la modification de 
l’utilisation et/ou la production des substrats métaboliques (Basseri et al., 2009; da-Silva et 
al., 2011; Kars et al., 2010). De plus, ces effets semblent être différents d’un organe à 
l’autre. Cependant, certains de ces effets semblent consistants d’une étude à l’autre, 
notamment l’inhibition de la néoglucogenèse hépatique et la normalisation de l’intolérance 
au glucose. L’exposition aux AGNE induit le stress du RE et l’IR in vitro et in vivo (Boden 
et al., 2011; Boslem et al., 2011).Cependant, le lien entre l’effet antidiabétique des 
chaperons chimiques et la libération des mécanismes lipotoxiques connus pour être 
impliqués dans le développement du DT2 reste à être élucidé.
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2. QUESTIONS DE RECHERCHE, HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS
2.1 Objectifs de recherche
2.1.1 Objectif général
Déterminer l’implication du stress du réticulum endoplasmique dans la régulation des 
mécanismes lipotoxiques menant au développement du DT2
2.1.1 Objectifs spécifiques
1. Étudier l’effet d’un traitement in vivo au 4-phénylbutytate sur la sensibilité à 
l’insuline et le métabolisme glucidique dans un modèle nutritionnel de DT2.
2. Déterminer si la cinétique plasmatique des AGNE est associée aux 
modifications de sensibilité à l’insuline.
3. Mesurer l’effet du 4-phénylbutyrate sur le captage et le métabolisme tissulaire 
des AGNE.
4. Étudier l’effet des chaperons chimiques sur la physiologie et le métabolisme des 
tissus adipeux.
2.2 Hypothèses
L’inhibition du stress du RE par le 4-phénylbutyrate prévient l’apparition de phénomènes 
lipotoxiques et de la résistance à l’insuline dans un modèle nutritionnel de DT2. Cette 
amélioration métabolique vient en partie de l’amélioration de la fonction métabolique des 
tissus adipeux permettant un meilleur entreposage des lipides via entre autres un 




Regulation of nonesterified fatty acid metabolism by sodium 4-phenybutyrate in a 
nutritional model of type 2 diabetes.
Auteurs : Thomas Grenier-Larouche, Sébastien M. Labbé, Christophe Noll, Serge Phoenix, 
André C. Carpentier
Statut : Soumis à Diabetes le 27 juillet 2012
Avant-propos : Je suis à la base de l’idée originale et du devis expérimental de cet article. 
Avec l’aide technique du Dr. Sébastien Labbé et du Dr. Christophe Noll, j ’ai accompli 
environ 70 % des expérimentations. Le Dr. Carpentier et moi avons été impliqués dans la 
rédaction de chacune des sections de l’article. Tous les co-auteurs ont participé à la révision 
du manuscrit. Serge Phoenix est le chimiste responsable de la préparation du sodium 4- 
Phenylbutyrate et de sa purification.
46
3.2 Résumé de l’article
Objectif -  Étudier l'effet du 4-phénylbutyrate (4-PBA) sur le métabolisme tissulaire des 
acides gras non estérifiés (AGNE) et la résistance à l'insuline induite par une diète riche en 
gras et en fructose.
Devis expérimental et méthodes -  Des rats Wistar mâles contrôles (diète isocalorique) ou 
diabétiques (diète riche en gras et en fructose + petites doses de streptozotocine - HFHFS) 
ont été traités avec du 4-PBA (lg/kg/day) par gavage oral pendant 6 semaines. Une 
infusion de [8,9-3H]-palmitate au cours d’un clamp euglycémique-hyperinsulinémique 
permet de déterminer le taux d’apparition et la clairance plasmatique des AGNE. À 
l’équilibre, un bolus intraveineux de [ l-14C]-2-bromopalmitate est administré afin de 
déterminer le métabolisme oxydatif et non oxydatif tissulaire des AGNE. L’effet 4-PBA et 
du TUDCA sur l’adipogenèse et le captage adipocytaire des NEFA ont été évalués in vitro 
a l’aide de cellules souches adipocytaires humaines.
Résultats - L’hyperinsulinémie, la résistance à l'insuline, l'hypertriglycéridémie et la 
stéatose hépatique présentent chez les rats sous diète HFHFS ne sont pas renversés par le 4- 
PBA, même si ce traitement réduit la glycémie à jeun tant chez les rats contrôles que les 
rats diabétiques. Le 4-PBA accélère à la fois l'apparition systémique et la clairance des 
AGNE. De plus, il normalise l’augmentation du captage fractionnel et le métabolisme non- 
oxydatif des AGNE par le muscle squelettique. Le 4-PBA augmente l’oxydation hépatique 
des AGNE et induit l’expression génique de Srebpfl. Les animaux traités présentent une 
augmentation du captage fractionnel des AGNE par les tissus adipeux sous-cutanés (TASC) 
malgré que la taille adipocytaire de ce dépôt soit plus importante que celle des animaux 
sous diète contrôle. In vitro, le traitement avec des chaperons chimiques augmente la 
fonction du RE et inhibe la différenciation des précurseurs adipocytaires. D’autre part, le 
traitement au 4-PBA, mais pas à l’acide tauroursodeoxycholique (TUDCA), stimule le 
captage des acides gras par les adipocytes matures.
Conclusion - En dépit de l'amélioration de la glycémie à jeun, le 4-PBA conduit à une 
augmentation de la lipogenèse hépatique, à l’augmentation des flux systémiques d’AGNE 
et au remodelage hypertrophique du TASC et n'améliore pas la sensibilité à l'insuline 
systémique dans un modèle nutritionnel de DT2.
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ABSTRACT
Objective -  To investigate the effect of 4-phenylbutyrate (4-PBA) on tissue nonesterified 
fatty acid (NEFA) metabolism and diet-induced insulin resistance.
Research design and methods -  Control (chow fed) vs. diabetic (high-fat/high-fructose 
fed + small dose streptozotocin -  HFHFS) male Wistar rats were treated with 4-PBA 
(lg/kg/day) by oral gavage for 6 weeks. [8,9-3H]-palmitate was infused during a 
euglycemic-hyperinsulinemic clamp followed by an i.v. bolus of [ l- l4C]-2-bromopalmitate 
at steady-state to determine oxidative and non-oxidative NEFA metabolism in tissues.
Results -  Hyperinsulinemia, insulin resistance, hypertriglyceridemia and liver steatosis of 
HFHFS rats were not improved by 4-PBA, although the treatment reduced fasting glucose 
levels in both groups. 4-PBA accelerated both NEFA systemic appearance and clearance 
rates while it normalized muscle fractional NEFA uptake and non-oxidative metabolism. 
However, 4-PBA promoted hepatic NEFA oxidation and led to increased Srebpfl 
expression levels. 4-PBA increased NEFA fractional uptake in subcutaneous adipose 
tissues (SCAT) but increased adipocytes size. In vitro, 4-PBA inhibited differentiation of 
adipocyte precursors but stimulated fatty acid uptake by mature adipocytes.
Conclusions -  Despite improving fasting glucose levels, 4-PBA leads to increased hepatic 
lipogenesis, systemic NEFA flux and hypertrophic SCAT remodeling and does not improve 
systemic insulin sensitivity in a nutritional rat model of type 2 diabetes.
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INTRODUCTION
Type 2 diabetes (T2D) is characterized by insulin resistance (1R) and impaired insulin 
secretion. Both of these pathophysiological defects can be induced by overexposure of lean 
organs and pancreas to nonesterified fatty acids (NEFA). Postprandial NEFA appearance 
rate (RaNEFA) was found increased in patients with type 2 diabetes (1), likely because of the 
incapacity of insulin to stimulate adipose tissue fatty acid estérification in these subjects 
(2). Excessive fatty acid flux toward lean tissues may overwhelm their oxidative and 
neutral glycerolipid synthesis capacity, leading to an accumulation of reactive lipid species 
such as acyl-CoA, diacylglycerols (DAG), ceramides and acyl-camitines (3). Those 
metabolites are well known to activate inhibitory serine/threonine kinases and to antagonize 
insulin signaling.
The endoplasmic reticulum (ER) is the main site of lipid and protein synthesis. In the 
presence of nutrient overload, reduction of ER protein folding capacity promotes the 
accumulation of misfolded protein aggregates that trigger the unfolded protein response 
(UPR) pathways to maintain ER homeostasis (4). The prolonged imbalance between 
protein synthesis and ER folding capacity ultimately results in ER stress. Chronic ER stress 
has been linked to the development of insulin resistance and inflammation in several 
models of T2D and obesity. Recently, a relationship between hepatic content in DAG, 
activation of the PERK pathway and insulin resistance has been established in obese 
patients (5). Furthermore, comparative proteomic and lipidomic analyses of microsomal 
fractions revealed a switch from protein synthesis to lipogenesis in the liver of obese mice 
(6). Increase of the phosphatidylcholine to phosphatidyletanolamine ratio of ER membranes 
is induced by abnormal de novo lipogenesis (6). This may disturb the sarcoendoplasmic 
reticulum calcium transport ATPase (SERCA) pump activity and reduce ER chaperon 
folding capacity (6).
Sodium 4-phenylbutyrate (4-PBA) is a short chain fatty acid used as an ammonia- 
scavenger for the treatment of urea cycle-disorders in children (7). 4-PBA has been 
identified as an ER chaperon that can reverse or prevent ER stress and potentially improve
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insulin resistance (8). Interestingly, treatment for two weeks with 4-PBA partially 
prevented lipid-induced insulin resistance and beta cell dysfunction in overweight men 
without T2D (9). Some evidence also suggests a role for 4-PBA in the regulation of energy 
expenditure (10) and energy substrate partitioning (11).
The objective of the present study was to determine the effects of 4-PBA treatment on the 
regulation of NEFA organ partitioning and metabolism and on insulin sensitivity in a rat 
model of T2D. Our hypothesis was that 4-PBA, by reversing ER stress in adipose tissues 
and the liver, would promote normalization of adipose tissue NEFA storage and reduce 
NEFA exposure of lean organs thereby improving insulin sensitivity.
RESEARCH DESIGN AND METHODS 
Preparation of animals
Eight-week old Wistar rats were fed a regular chow (Rodent Laboratory Chow 5001, 
Purina, St. Louis, MO) or high-fat, high-fructose (HFHF) diet (TD 05482 rat chow, Teklad) 
containing 46.5 wt % fructose and 25.7 wt % lard for 6 weeks. Both groups had free access 
to food and water. An intraperitoneal injection of streptozotocin (25 mg/kg; 1 ml/kg) or 
vehicle (citrate buffer) was administrated to HFHF fed rats 14 days after the beginning of 
the protocol (12). Sodium 4-phenylbutyrate (4-PBA, lg/kg/day) or vehicle (phosphate 
buffered saline-PBS) was administered by oral gavage twice a day over the 6 weeks of 
feeding. Body weight as well as caloric and water intake were monitored daily.
In vivo studies
After a 12-hour fasting period, catheters were placed into a carotid artery for blood 
sampling and tail vein for intravenous infusions under anesthesia with isoflurane (Abbott 
laboratories, Montreal, Canada) as previously described (13). At time 0 of the glucose 
clamp experiments, a primed (180 mU/kg) constant insulin infusion (12 mU/kg/min in
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0.1% BSA in physiologie saline) (Novolin®ge, Toronto, Canada) was started and 
continued for two hours. Whole-blood glucose level was maintained using a variable 20% 
dextrose intravenous infusion according to the glucose level determined every 10 minutes 
(13). [3H]-9,10-palmitate (0.1 pCi/kg/min in normal saline with bovine serum albumin) 
(Perkin Elmer, Waltham, MA) was infused intravenously during the clamp and an i.v. bolus 
of [ l-14C]-2-bromopalmitate (30 pCi, in normal saline with bovine serum albumin) was 
injected at steady-state clamp infusions (90 min). Glucose infusion rate (GIR), NEFA rate 
of appearance ( R a N E F A )  and NEFA clearance ( K n e f a )  were determined at steady-state (time 
90, 100, 110, 120 min.) during the clamp. Animals were euthanized by exsanguination and 
tissues were collected.
Determination of organ-specific oxidative and non-oxidative NEFA metabolism
Five Hundred mg of tissues were homogenized in ice-cold Chappell-Perry buffer (0.075 M 
sucrose, 0.225 M sorbitol, 1 mM EGTA, 0.1% fatty-acid-free BSA, and 10 mM Tris-HCl, 
pH 7.4). An aliquot was kept to determine total [l4C] activity in the tissue as described (13). 
Mitochondria were isolated as previously described (12). Briefly, homogenates were 
centrifuged at l,000xg for 10 min at 4°C, and the supernatants were centrifuged again at 
12,000xg for 10 min at 4°C. The pellets were suspended in 1 ml of Chappell-Perry buffer. 
Mitochondrial [,4C] was determined by scintillation counting (Coulter™, Beckman Co.). 
Glutamate dehydrogenase (GDH) activity was measured in mitochondrial and total tissue 
extracts to determine mitochondrial fractional recovery as previously described (14).
Determination of fractional and net NEFA uptake
[l4C] activity in total, mitochondrial and lipid tissue extracts was measured by scintillation 
counting. Fractional NEFA uptake was calculated as the percentage of injected dose (%ID) 
of [14C] recuperated by total organ for lean tissues and by gram of tissues for adipose 
tissues. Net uptake was defined as the fractional uptake divided by the AUC of the tracer 
concentration after injection then multiplied by the plasma NEFA concentration.
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Preparation of sodium 4-Phenylbutyrate (4-PBA)
Approximately 100 g of 4-PBA (Alfa Aesar, Ward Hill, MA) was dissolved in 600 mL of 
methanol, and 35g sodium carbonate was added and the mixture was heated to 60°C for 45 
min. The solution was concentrated and precipitated with acetone. The sodium 4-PBA was 
filtered and washed with acetone, then dried under vacuum at room temperature to give 106 
g of the desired sodium salt. The sodium salt was then dissolved in PBS.
Hepatic triglyceride content
Total lipids from the liver were extracted with CHCH/MeOH (2:1) according to Folch and 
al. (15). The organic phase was dried and lipids were solubilized in isopropanol. 
Triglyceride concentration was quantified by colorimetric assay (Roche Diagnostic, 
Mississauga, Canada).
Blood and plasma assays
Blood glucose was determined with an Accu-Chek Aviva nano glucometer (Roche, 
Mississauga, Canada). Plasma insulin and adiponectin levels were determined by 
radioimmunoassay (Linco Research, St. Charles, MO). Triglycerides (Roche, Mississauga, 
Canada) and NEFA (WakoChemicals, Hayward, CA) were measured by enzymatic assays.
Cell cultures and treatments
Stem Pro™ adipose tissue-derived human stem cells (hADSC) were purchased from
•y
Invitrogen (Carlsbad, CA). ADSC were seeded at density of 5,000 cells/cm and expanded 
in Mesenpro medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) for a maximum of 5 passages. To induce 
adipogénie differentiation, cells were seeded at density of 18,000 cells/cm2 and grown for 
14 days in DMEM high-glucose (Wisent, Montreal, Canada) supplemented with 10% of 
fetal clone III (Fischer Scientific, Ottawa , Canada), human insulin (1.7 pM), 
dexamethasone (1 pM), indomethacin (100 pM) and 3-isobutyl-1-methylxanthine (IBMX - 
500 pM) (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Canada). Treatments with 4-PBA, sodium
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tauroursodeoxycholate (TUDCA) (Calbiochem EMD, Darmstadt, Germany) or palmitate 
(250 pM, 5:1 ratio in fatty acid-free bovine serum albumin fraction V, Roche, Mississauga, 
Canada) were added during differentiation or for 48 hours after the 14-days period of 
differentiation.
In vitro intracellular lipid quantification
AdipoRed assay reagent (LONZA, Walkersville, MD) was used following the 
manufacturer’s instructions. Briefly, hADSC were cultured for 14 days in 24-well plates. 
Cells were washed twice with PBS. 30 pi of stock solution was added to 1 ml of PBS and 
incubated in the dark for 15 minutes. Bottom fluorescence was read with a Tecan F200 
fluorometer (Tecan, Durham). Proteins from each well were extracted with 50 pi of radio- 
immunoprecipitation assay (RIPA) buffer (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Canada). 
Protein concentration was determined by DC protein colorometric assay from BioRad 
(Mississauga, Canada). Relative fluorescence units (RFU) were normalized by pg of 
protein.
Real-time quantification of NEFA uptake
QTB BODIPY-dodecanoic acid reagent (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) was diluted 
in 10 ml of 0.2% BSA in Hanks balanced salt solution and was added to cells followed by 
two washes with D-PBS. Real-time fluorescence uptake was measured every 4 minutes 
over 60 minutes in a Tecan F200 fluorometer. Proteins from each well were extracted and 
their concentration was determined. AUC of NEFA incorporation was calculated with 
Graphpad Prism Software (San Diego, CA) and normalized by pg of protein.
RNA extraction and real-time PCR
TW
Total RNAs were extracted with QIAzol reagent from Qiagen (Valencia, CA) following 
the manufacturer’s instructions. Reverse transcription was performed with iScript™ cDNA
54
synthesis kit from Bio-Rad (Hercules, CA). Real-time polymerase chain reaction was 
performed with iQ™ SYBR® green supermix in Mastercycler ep realplex2 S from 
Eppendorf (Mississauga, Canada). Primer sequences are available in supplemental table 1.
Western Blotting analyses
Proteins from hADSC were extracted with RIPA buffer (Sigma-Aldrich Canada Ltd., 
Oakville, Canada) supplemented with a protease and phosphatase inhibitor cocktail (Roche 
Diagnostics, Manheim, Germany). Protein concentration was determined as described 
previously and proteins were loaded on 10 % or 15 % polyacrylamide gels. 20 to 40 pg 
extracts were used depending on the relative abundance of the protein of interest. GRP78 
(#3177), CHOP (#2895), eIF2a (#9722), phospho-eIF2a (#3398), SAPK/JNK (#9258), 
phospho-SAPK/JNK (#4668) and PDI (#3501) antibodies were purchased from New 
England Biolads (Pickering, Canada). Actin antibody was purchased from Millipore 
(Billerica, MA).
Adipocyte cell size
Adipocyte cell size was measured as previously described (Shum M et al. Am J Physiol 
Endocrinol Metab, in press). Briefly, adipose tissues were fixed with 10% formalin solution 
in neutral buffer (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Oakville, Canada) and included in paraffin. 8 
pm sections were colored with hematoxylin/eosin and visualised with Leica contrast phase 
microscope equipped with a 10X objective. Classification and measurement of adipocyte 
areas were performed with a custom-designed software program written using MATLAB 
(version R2010b; The MathWorks, Inc, Natic, MA USA). Cell contours were determined 




Results are expressed as mean ± SEM. Data were analyzed using two-way ANOVAs with 
diet (HFHFS vs. chow), treatment (4-PBA vs. PBS) and interaction as independent 
variables with Graphpad Prism Software version 5.03 for Windows (San Diego, CA). For 
in vitro studies, data were analyzed using one-way ANOVAs followed by Tukey’s post-hoc 
test. Differences were considered statistically significant when P values were less than 
0.05.
RESULTS
Fasting and euglycemic-hyperinsulinemic clamp metabolic parameters (Table 1).
HFHFS did not change body weight but slightly reduced total caloric intake over six weeks 
(P = 0.03). HFHFS rats had higher fasting blood glucose levels (P < 0.0001), 
hyperinsulinemia (P = 0.03), hypertriglyceridemia (P = 0.0004) and lower glucose infusion 
(GIR) rate during the euglycemic-hyperinsulinemic clamp compared to chow fed rats (P < 
0 .0001).
Treatment with 4-PBA did not affect body weight or caloric intake, but reduced fasting 
blood glucose levels in both control and HFHFS groups (P = 0.002). 4-PBA prevented 
HFHFS-induced hypoadiponectinemia, (4-PBA effect: P = 0.03, interaction P = 0.006). 
Nevertheless, 4-PBA did not improve hypertriglyceridemia and insulin sensitivity. 4-PBA- 
treated HFHFS rats even displayed higher plasma triglyceride levels during the steady-state 
period of the clamp (Data not shown, 4-PBA effect: P = 0.048, interaction P = 0.002).
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Baseline
Body weight (g) 459.3 ± 7.5 446.0 ± 11.5 452.1 ± 12.8 462.6 ± 17.0 0.70 0.91 0.35
Caloric intake 
(kCal/six weeks of diets) 3536 ±77 3356 ± 93 3133 ± 113 3284± 115 0.03 0.88 0.11
Glucose (mmol/1) 8.8 ±0.3 8.0 ± 0.2 9.9 ±0.2 9.3 ± 0.2 <0.0001 0.002 0.80
Insulin (pmol/1) 181 ±36 141 ±24 231 ±39 252 ± 39 0.03 0.78 0.39
NEFA (pmol/1) 541 ±65 540 ±53 692 ± 37 573 ± 50 0.09 0.26 0.27
TG (pmol/1) 454 ± 87 404 ±91 810± 146 995 ± 139 0.0004 0.57 0.33
Adiponectin (ng/ml) 15.7 ± 1.7 14.8 ± 1.5 11.0 ±0.8 17.7 ±0.8 0.47 0.03 0.006
Euelvcemic-hvDerinsulinemic clamD
GIR (pmol/ kg x min) 157 ± 13 169 ± 13 103 ± 7 75 ± 11 <0.0001 0.50 0.09
Glucose (mmol/1) 5.2 ±0.1 5.3 ±0.1 5.1 ±0.1 5.4 ± 0.2 0.69 0.21 0.70
Insulin (pmol/1) 2802 ± 369 2395 ±221 3795 ± 388 3618 ±494 0.006 0.44 0.76
NEFA (pmol/1) 32 ± 7 26 ± 3 31 ± 4 41 ± 9 0.27 0.77 0.18
TABLE 1: Body weight, caloric intake, blood and plasma parameters during fasting and euglycemic-hyperinsulinemic
clamp. Values are mean ± SEM. Statistical comparisons are two-way ANOVA with HFHFS vs. chow control (diet), 4-PBA vs. PBS treatment (treatment) 
and interaction as independent variables in the model. 4-PBA: 4-phenylbutyric acid; NEFA: nonesterified fatty acids: HFHFS High fat/high fructose diet + 
small dose streptozotocin injection; PBS: phosphate-buffered saline; TG: triglycerides; GIR: glucose infusion rate.
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Systemic NEFA appearance and clearance (Figure 1).
Treatment with 4-PBA increased RaNEFA in control (230 ± 48 vs. 131 ± 3 6  ia.mol.min'1 in 
PBS-treated) and HFHFS rats (313 ± 79 vs. 182 ± 20 (amol.min1 in PBS-treated) (4-PBA 
effect: P = 0.03) (Figure 1A). Treatment with 4-PBA also increased plasma NEFA 
clearance in HFHFS (1.24 ± 0.09 vs. 0.90 ± 0.07 % ID.min'1 in PBS-treated) and chow fed 
rats (1.07 ± 0.06 vs. 0.94 ± 0.05 % ID.min'1 in PBS-treated) (4-PBA effect: P = 0.002) 
(Figure IB). HFHFS did not significantly change plasma RaNEFA (Figure 1A) and NEFA 
clearance (Figure IB).
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Figure 1: NEFA rate of appearance (A) and [14C]-2-bromopalmitate clearance (B) during 
the steady state period of the euglycemic-hyperinsulinemic clamp (90 to 120 minutes). 
Values are means ± SEM. A, B: White bars = Chow diet/PBS; black bars = Chow diet/4- 
PBA; dashed bars = HFHFS diet / PBS; grey bars -  HFHFS diet /4-PBA.
NEFA fractional and net uptake and metabolism in lean tissues (Table 2)
HFHFS rats tended to display higher [14C]-2-bromopalmitate fractional uptake in 
gastrocnemius (P = 0.08) with greater hepatic fractional uptake (P = 0.0002) and hepatic 
NEFA non-oxidative metabolism (P = 0.002) during euglycemic-hyperinsulinemic clamp 
compared to control chow-fed rats. HFHFS animals also presented increased myocardial 
fractional NEFA oxidation (P = 0.03). Lean tissues net NEFA uptake was not modified by
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HFHFS diet. Treatment with 4-PBA increased NEFA oxidative metabolism (P = 0.0004) 
and reduced non-oxidative metabolism (P = 0.04) in the liver, especially in control chow- 
fed animals (interaction P = 0.01). 4-PBA also reduced fractional NEFA uptake (P = 0.02) 








40.53 ± 5.79 39.01± 2.97 49.70 ±2.41 60.80 ±2.38 0.0002 0.19 0.09
96.8 ± 13.7 102.6 ± 16.6 102.0 ± 15.4 142.2 ± 23.5 0.21 0.20 0.34
20.40 ±2.82 34.28 ± 1.76 24.12 ±2.9 36.83 ± 3.25 0.12 0.0004 0.48
20.13 ±4.12 5.45 ±2.68 25.58 ±4.03 23.97 ± 2.46 0.002 0.04 0.01
0.56 ± 0.05 0.56 ±0.06 0.60 ± 0.07 0.78 ± 0.08 0.20 0.07 0.18
1.48 ±0.26 1.39 ±0.25 1.18 ± 0.19 1.62 ±0.23 0.89 0.46 0.27
0.48 ± 0.03 0.53 ± 0.06 0.57 ±0.08 0.77 ± 0.09 0.03 0.09 0.33
0.07 ± 0.02 0.03 ± 0.01 0.03 ± 0.03 0.02 ± 0.02 0.20 0.20 0.33
0.42 ± 0.08 0.37 ± 0.03 0.56 ± 0.03 0.39 ± 0.02 0.08 0.02 0.17
0.96 ± 0.06 0.95 ±0.13 1.11 ± 0.12 0.94 ±0.19 0.59 0.52 0.59
0.10 ±0.02 0.11 ±0.02 0.14 ±0.01 0.10 ±0.02 0.41 0.31 0.15
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TABLE 2: Lean tissues non-esterified fatty acid uptake and oxidative and non-oxidative metabolism. Values are means ± SEM and were calculated from 
the lean tissue uptake of [14C]-2-bromopalmitate over 30 minutes during a euglycemic-hyperinsulinemic clamp. Statistical comparisons are two-way ANOVA 
with HFHFS vs. chow control (diet), 4-PBA vs. PBS treatment (treatment) and interaction as independent variables in the model. 4-PBA: 4-phenylbutyric acid; 
gastroc: gastrocnemius; HFHFS High fat/high fructose diet + small dose streptozotocin injection; ID: injected dose; myo: myocardium; Non-ox: non-oxidative; 
Ox: oxidative; PBS: phosphate-buffered saline.
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Liver triglyceride content and gene expression (Figure 2)
Qualitative examination of liver paraffin sections by contrast microscopy clearly showed 
abundant lipid droplets in hepatocytes of HFHFS rats that were not observed in control 
chow-fed animals (Figure 2A). HFHFS increased hepatic triglyceride content (2.05 ± 0.4 
vs. 1.09 ±0.15 pM TG/liver) in PBS treated rats (Diet effect: / ,=0.005). Treatment with 4- 
PBA did not improve the liver steatosis observed in HFHFS animals (Figure 2B). 
Interestingly, gene expression of ER stress markers (Hspa5 (Grp78), Ddit3 (Chop), 
Gadd34, Atf4, Srebpfl (Srebp-lc) and Pparcgla (Pgc-la) was not significantly changed in 
HFHFS compared to control rats (Figure 2C). Treatment with 4-PBA however increased 
Srebpfl expression in control chow (by 1.92 ± 0.3 vs. 1.0 ± 0.13 fold) and in HFHFS rats 
(by 2.30 ± 0.41 vs. 1.25 ± 0.22 fold) (4-PBA effect: P -  0.003) (Figure 2C). Expression of 
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Figure 2: Parafïln sections of liver were stained by H&E (A). Total triglycerides content in 
the liver (B). Relative mRNA expression of Hspa5, Atf4, Ddit3, Gadd34, Srebpfl, 
Ppargcla in liver were measured by real-time PCR and were normalized with Hprtl. 
Values are expressed as fold change from control (C). Values are means ± SEM. White 
bars = Chow diet/PBS; black bars = Chow diet/4-PBA; dashed bars = HFHFS diet/PBS; 
grey bars = HFHFS diet/4-PBA.
NEFA uptake in epididymal (EAT) and subcutaneous (SCAT) adipose tissues (Figure 3)
HFHFS did not significantly change fractional and net NEFA uptake in EAT and SCAT. 
However, 4-PBA treatment tended to increase fractional NEFA uptake (0.058 ± 0.010 vs. 
0.031 ± 0.005 %ID/g of SCAT in chow-fed) in SCAT (4-PBA effect: P = 0.056) (Figure 
3A-B). The latter effect was not observed in HFHFS rats.
0. 20 -4-PBA: P  = 0  056
£  0.15f










Figure 3: Fractional (A) and net (B) uptake of [14C]-2-bromopalmitate by gram of EAT 
and SCAT over 30 minutes were calculated at steady-state during euglycemic- 
hyperinsulinemic clamp. Values are means ± SEM. A-B: White bars = Chow diet/PBS; 
black bars = Chow diet/4-PBA; dashed bars = HFHFS diet/PBS; grey bars = HFHFS diet/4- 
PBA.
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Adipose tissue cell size distribution (Figure 4)
SCAT of HFHFS rats were characterized by larger adipocyte size distribution (Figure 4A) 
and more important epididymal fat pad weight (Data not shown, P = 0.02) with normal 
adipocyte size (Figure 4A). Quantitatively, this was apparent by a reduction of the relative 
frequency of small adipocytes (under 2000 pm2) in SCAT (38 ± 6 vs. 50 ± 6 % in chow- 
fed) (Diet effect: P = 0.046) (Figure 4B and C). The relative frequency of small and large 
adipocytes was not changed by HFHFS in EAT (Figure 4D and E).
Treatment with 4-PBA reduced the proportion of small adipocytes in control chow (34 ± 5 
vs. 50 ± 6 %) and HFHFS rats (25 ± 2 vs. 38 ± 6 %) (4-PBA effect: P = 0.01) in SCAT 
(Figure 4B and C). 4-PBA treatment however did not significantly affect adipocyte size 
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Figure 4: Paraffin sections of adipose tissue were stained by H&E (A). Morphometric 
analysis of adipocyte size distribution in subcutaneous (B) and epididymal (D) adipose 
tissues were determined. The relative frequency of adipocytes with an area under and over 
2000 pm2 were summarized for SCAT (C) and EAT (E). Values are means ± SEM. B, D: 
Black circles = Chow diet/PBS; Open circles = Chow diet/4-PBA; Black triangles =
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HFHFS diet/PBS; Open triangles = HFHFS diet /4-PBA. C, E: Black bars = area > 2000 
pm2, White bars = area < 2000 pm2.
In vitro adipogenesis,fatty acid uptake by adipocytes and UPR signaling
Treatment of hADSC with 4-PBA during adipogenesis reduced intracellular triglyceride 
content in a concentration-dependent manner (Figure 5A). hADSC differentiated in 
presence of 4-PBA displayed reduced in vitro NEFA uptake. That effect is also observed 
following TUDCA treatment (Figure 5B). In contrast, treatment of mature adipocytes with 
4-PBA for 48 hours led to increased NEFA uptake rate, but only at small doses while 
treatment with TUDCA had no such effect (Figure 5C). We exposed hADSC to palmitate 
to induce ER stress and to determine the effect of 4-PBA on the UPR. Palmitate rapidly 
increased protein expression of GRP78 and CHOP (Figure 5E and supplemental figure 
lAand IB) and phosphorylation of JNK-1 and -2 without changes in the phosphorylation 
level of eIF2a and PDI expression (Figure 5E). Treatment with 1 mM of 4-PBA tended to 
increase GRP78 protein levels in the control condition and potentiated the stimulating 
effect of palmitate on GRP78 protein level (from 189 ± 48 to 437 ± 84% of control level, P 
< 0.05) (Figure 5E). Moreover, palmitate-induced phosphorylation of JNK was not 
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Figure 5: The ADSC were differentiated 14 days with 4-PBA treatment and the levels of 
intracellular triglycerides were determined (A). Fatty acid uptake was measured following 
exposure to 4-PBA or TUDCA during adipogenesis (B) or after 48-hour treatments of 
mature adipocytes (C). Protein expression of several components of the unfolded protein 
response pathways were measured by western blotting on ADSC after 2 days of 
differentiation (n = 4) (D-E). Values are means ± S.E. *: P < 0.05, **: P < 0.01, ***: P < 





Supplemental Figure 1: Protein expression of GRP78 and Chop measured in ADSC 
during differentiation with and without exposure to 200 pM of palmitate (A). mRNA 
expression of Grp78 and Chop normalized by 18S after 2 days of differentiation in the 
presence of palmitate or oleate (B). * P < 0.05, N = 4
Relationship between tissue NEFA metabolism and whole body insulin sensitivity (Table
3)
We performed post-hoc and hypothesis-generating analyses to investigate the relevance of 
NEFA metabolism in HFHFS-induced insulin resistance, with and without 4-PBA 
treatment. In PBS-treated animals, GIR during the clamp negatively correlated with RaNEFA
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(r = -0.59, P = 0.02) and hepatic NEFA oxidation (r = -0.53, P = 0.04). GIR also positively 
correlated with non-oxidative myocardial NEFA uptake (r = 0.54, P = 0.04) and the 
percentage of small adipocytes in the SCAT (r = 0.65, P = 0.03).
In 4-PBA treated animals, Runefa was not significantly associated with GIR. GIR was 
inversely associated with hepatic (r = -0.81, P  = 0.0003) and cardiac (r = -0.59, P = 0.02) 
NEFA fractional uptake, hepatic (r = -0.72, P -  0.003) and muscular (r = -0.51, P -  0.05) 
non-oxidative metabolism and cardiac oxidative metabolism (r = -0.55, P = 0.03).
GIR
RSnefa
r .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .... — .... . . . . . . .  . ........  "
-0.59* -0.24
JNEFAJ -0.68** -0.42
Fractional uptake -0.15 -0.81***
Liver
Net uptake -0.47 -0.41
Ox. Metabolism -0.53* -0.26
......  .....  i Non-ox. Metabolism -0.17 -0.72**
Fractional uptake -0.31 -0.59*
M yocardium
Net uptake 0.02 -0.39
Ox. Metabolism -0.44 -0.55*
Non-ox. Metabolism 0.54* 0.19
Fractional uptake 0.13 -0.40
Net untake -0.34 -0.02
Gastrocnemius
Ox. Metabolism -0.01 0.13
Non-ox. Metabolism 0.11 -0.51*
Fractional uptake -0.31 0.15
SCAT Net uptake -0.30 0.53*
% small adipocytes 0.65* 0.35
Fractional uptake 0.01 0.24
EAT Net uptake -0.11 -0.20
% small adipocytes 0.32 0.29
TABLE 3: Correlations of organ-specific NEFA metabolism with insulin sensitivity.
Values are correlation coefficients from Spearman correlation test where * P < 0.05, ** P 
< 0.01, *** p  < 0.001. % small adipocytes: % of adipocytes with an area under 2000 
pm2.4-PBA: 4-phenylbutyric acid; GIR: glucose infusion rate during euglycemic- 
hyperinsulinemic clamp; HFHFS High fat/high fructose diet + small dose streptozotocin 
injection; NEFA: nonesterified fatty acids; Non-ox: Non-oxidative; Ox: Oxidative; PBS:
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phosphate-buffered saline; RaNEFA^  NEFA rate of appearance.
DISCUSSION
In the present study, we used integrative and functional physiology approaches to 
investigate the effects of 4-PBA, a chemical chaperon with putative anti-ER stress effects in 
vivo, on insulin sensitivity, systemic NEFA turnover as well as organ-specific NEFA 
uptake and metabolism in HFHFS rats, a well-established T2D model in our laboratory. 
Upon administration of 4-PBA for 6 weeks in these animals, we found: 1) no improvement 
in insulin resistance; 2) increased RaNEFA and systemic NEFA clearance with worsening of 
circulating triglyceride levels; 3) greater relative NEFA oxidation in the liver with reduced 
non-oxidative liver metabolism and reduced fractional and non-oxidative uptake in skeletal 
muscles; 3) increased liver Srebpfl expression and 4) increased adipocyte cell size with 
enhanced NEFA storage in SCAT. In addition, 4-PBA dose-dependently reduced 
adipogenesis and NEFA storage capacity of non-differentiated hADSC but increased 
NEFA storage in differentiated adipocytes. 4-PBA, however, did not reverse palmitate- 
induced ER stress and JNK phosphorylation in hADSC.
As we previously reported, HFHF diet over 6 weeks with a single injection of 
streptozotocin (25 mg/kg) in rats induced insulin resistance, mild fasting hyperglycaemia, 
hyperinsulinemia and hypertriglyceridemia (12). In the present study, we found increased 
liver steatosis and increased SCAT adipocyte size induced by HFHFS, changes reminiscent 
of those observed in patients with T2D (16; 17). HFHFS however did not raise significantly 
RaNEFA nor NEFA clearance, an effect probably resulting from the lack of significant 
absolute increase in obesity in that model (12; 18). We also found increased NEFA 
fractional and non-oxidative hepatic uptake, increased NEFA oxidative metabolism in the 
myocardium and unchanged NEFA uptake in skeletal muscles, also consistent with some 
studies in humans (19-21), but not others (22). As previously described, however, we did 
not observe difference in fractional and net NEFA uptake in the myocardium of HFHFS 
rats (12). Myocardium non-oxidative uptake was also positively associated with insulin 
sensitivity which suggests that NEFA non-oxidative disposal might prevent lipid overflow
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to the mitochondria and improve cardiac function. On the other hand, in vivo NEFA uptake 
in adipose tissues of HFHFS rats was not reduced despite the reduced prevalence of small 
adipocytes. This suggests that impaired NEFA uptake by adipose tissues observed in 
obesity and T2D (23-25) was not recapitulated in HFHFS rats. Hyperplasic expansion of 
SCAT is appropriate in this non-obese model of insulin resistance. This process is critical 
to maintain proper adipocyte function under weight gain in human (17;26).
Treatment with 4-PBA and TUDCA has been shown to reduce fasting glucose and 
postprandial hyperglycaemia in mice under high-fat diet (11 ;27). Moreover, chemical 
chaperons also normalized insulin resistance in a genetic model of obesity (8). 
Nevertheless, treatment of obese patients with TUDCA increased hepatic and muscular 
insulin sensitivity despite no improvement in expression of ER stress markers (28). 
Moreover, two weeks of supplementation with 4-PBA only partially prevented the 
reduction in pancreatic beta cell function and insulin resistance induced by 48-hour 
infusion of Intralipid-heparin in healthy overweight subjects (9). In the present study, 4- 
PBA treatment reduced fasting blood glucose level but did not change systemic insulin 
sensitivity. Interestingly, the reduction of fasting blood glucose level occurred in insulin 
sensitive and insulin resistant rats. These results suggest the possible inhibition of hepatic 
glucose production without improvement of systemic insulin sensitivity. A recent study 
showed that liver-specific GADD34 overexpression down-regulated eIF2a phosphorylation 
and reduced hepatic glucose production (29). Surprisingly, skeletal muscle and adipose 
tissue insulin resistance were observed in the latter study. Our data did not show increase 
GADD34 expression in the liver, and Ppargcla is mildly reduce, what could be a 
mechanism of 4-PBA to decrease hepatic glucose production.
4-PBA is also known as a non-selective histone deacetylase inhibitor. The genetic and 
pharmacological inhibition of HDAC6 reduced fasting hyperglycaemia and hepatic glucose 
production induced by glucocorticoid stimulation (30). Moreover, specific inhibition of 
class I HDACs suppresses HFN4a expression and FoxOl transcriptional activity leading to 
the reduction of hepatic gluconeogenesis (31). Further investigation will be necessary to
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determine the exact mechanism behind the regulation of hepatic glucose production by 4- 
PBA.
4-PBA treatment increased NEFA rates of appearance and clearance. In 4-PBA treated rats, 
hepatic and cardiac fractional NEFA uptakes were negatively and net SCAT NEFA 
positively correlated with insulin sensitivity. We found that the effects of 4-PBA treatment 
on adipose tissue NEFA storage and adipogenesis are complex. As previously reported, we 
observed inhibition of adipogenesis by 4-PBA, an effect previously shown to be dependent 
on the unfolded protein response pathways (27). In the present study, we have shown 
greater NEFA storage in SCAT following 4-PBA treatment in vivo. Our in vitro 
experiments suggest that increased adipocyte NEFA storage likely explains this effect. 
Interestingly, in vitro adipocyte NEFA uptake was only improved with exposure to low 
concentrations of 4-PBA. Under the same experimental conditions, 4-PBA did not increase 
protein levels of GRP78 and ER folding capacity. Higher concentrations of 4-PBA or 
TUDCA did not increase NEFA uptake but promoted the expression of GRP78. Therefore, 
the observed 4-PBA-mediated increase in SCAT fractional NEFA storage does not appear 
to be mediated via the unfolding protein response. Interestingly, the increase in SCAT 
fractional NEFA uptake observed in 4-PBA-treated chow-fed animals was not found in 
HFHFS rats. It is possible that the hypertrophic expansion of SCAT in HFHFS rats was 
responsible for the abolition of 4-PBA-mediated increase in SCAT fractional NEFA 
uptake. Our results suggest that 4-PBA treatment may be of limited value to correct high 
caloric balance-mediated adipose tissue dysfunction and adipocyte hypertrophy.
Recent publications have found that treatment with chemical chaperons may stimulate 
energy expenditure. 4-PBA and TUDCA increased type 2 deionidase activity in primary 
brown adipocytes which led to increased expression of Ucp-1 and Ppargcla (11). The 
possible link between energy expenditure, ER stress and chemical chaperons may also stem 
from the central nervous system. Obesity has been shown to induce hypothalamic ER stress 
and leptin resistance, while oral administration of chemical chaperons restored leptin 
sensitivity, reduced food intake and body mass (10). To our knowledge, we are the first
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group to have measured organ specific NEFA oxidative and non-oxidative metabolism 
following 4-PBA treatment in an animal model of T2D. We observed increased 
mitochondrial NEFA uptake in the heart and liver of treated animals. It is not possible to 
determine the mechanism of the latter observations. However, despite these effects on lean 
tissue NEFA metabolism, 4-PBA treatment did not prevent the development of insulin 
resistance in HFHFS rats.
In conclusion, treatment with 4-PBA reduced fasting glycaemia but failed to normalize 
insulin resistance and hypertrophic adipose tissue remodeling in HFHFS rats with T2D. In 
addition to a shift towards increased liver lipogenesis, 4-PBA treatment leads to increased 
systemic NEFA appearance and clearance rates and may reduce adipose tissue expansion 
from adipose tissue stem cells. The anti-diabetic properties of 4-PBA may therefore be 
unrelated to anti-lipotoxic effects.
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4. DISCUSSION ET CONCLUSION
4.1 Le rat HFHFS comme modèle de prédiabète.
Des rats Wistar mâles ont été nourris six semaines avec une diète contrôle ou une diète 
riche en gras et en fructose (HFHF). Quatorze jours après le début du protocole, une dose 
intrapéritonéale de streptozotocine de 25 mg/kg (HFHFS) est administrée aux animaux sous 
diète HFHF alors que ceux sous diète contrôle reçoivent une injection du véhicule (tampon 
citrate). Le modèle de rat HFHFS a préalablement été utilisé par notre équipe pour 
caractériser le métabolisme énergétique du myocarde lors du développement de la 
résistance à l’insuline et du DT2 (Menard et al., 2010). Il a été démontré que les animaux 
sous HFHFS ne présentent pas d’obésité significative. Cependant, une diminution du taux 
d’infusion de glucose au cours d’un clamp euglycémique-hyperinsulinémique est observée, 
ce qui démontre une réduction de la sensibilité systémique à l’insuline. L’IR est 
accompagnée d’une hyperglycémie, d’une hyperinsulinémie, d’une hypertriglycéridémie et 
d’une hypoadiponectinémie à jeun. Les études précédentes ont montré que ces 
perturbations métaboliques mènent à une réduction de l’utilisation myocardique du glucose 
en condition hyperinsulinémique et une augmentation du captage oxydatif des acides gras 
alimentaires, menant à une altération de la fonction cardiaque (Menard et al., 2009; Menard 
et al., 2010).
Dans l’article présenté à la section 3, d’autres paramètres que ceux adressés dans l’étude de 
Ménard et al. ont été examinés. En plus de déterminer le captage net, le captage fractionnel 
et la cinétique plasmatique des AGNE, la partition entre le captage oxydatif et non-oxydatif 
des AGNE dans les tissus maigres a été mesurée. De plus, la distribution de la taille des 
adipocytes dans le TASC et le TAE a été étudiée afin de mieux comprendre le rôle 
qu’occupe l’hypertrophie adipocytaire dans ce modèle d’IR. La stéatose hépatique ainsi que 
l’expression génique de marqueurs du stress du RE et de facteurs de transcription associés à 
la régulation du métabolisme lipidique ont été déterminés.
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Comme lors des études précédentes, la diète HFHFS a induit une IR. De plus, ces animaux 
présentaient une légère augmentation de leur glycémie à jeun et une hyperinsulinémie 
compensatoire. Une augmentation des niveaux de triglycérides plasmatiques à jeun suggère 
une sécrétion de TG contenue dans les VLDL accrue chez les animaux diabétiques. Ce 
phénotype est similaire à celui observé chez des patients présentant une intolérance au 
glucose accompagné d’une légère diminution de la sécrétion d’insuline en réponse au 
glucose.
4.1.1 Métabolisme des AGNE par les tissus maigres.
4.1.1.1 Métabolisme des AGNE par le muscle squelettique et stress du RE.
La diète HFHFS a induit une augmentation du captage fractionnel des AGNE par le 
gastrocnemius. Cette augmentation semble être tributaire d’une élévation de la partition du 
[14C]-2-bromopalmitate vers les voies d’estérification. Le captage net du muscle 
squelettique demeure similaire au cours du clamp euglycémique-hyperinsulinémique. 
Cependant, aucune des mesures métaboliques effectuées dans ce tissu ne semble être 
associée avec une diminution de la sensibilité à insuline induite par la diète. Les résultats de 
cette étude concordent avec les données préalablement obtenues chez l’humain par notre 
groupe. L’investigation du métabolisme postprandial des AGNE à l’aide de la tomographie 
par émission de positrons ne révèle aucune variation du captage net des AGNE et du 
métabolisme oxydatif par le quadriceps chez les patients DT2 (Labbe et al., 2011a). 
Cependant, la prudence est de mise lors de la comparaison entre ces études en raison du 
statut nutritionnel différent. La principale source d’AGNE en circulation lors du clamp 
euglycémique-hyperinsulinémique chez nos animaux provient de la lipolyse adipocytaire, 
alors que la lipolyse de triglycérides contenue dans les chylomicrons et les VLDL contribue 
significativement à l’élévation postprandiale des niveaux plasmatiques des AGNE lors de 
nos études humaines (Carpentier et a l, 2011). D’autre part, le gastrocnemius des rats
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HFHFS n’oxyde qu’environ 25 % des acides gras captés. Il est donc peu probable que 
l’étude du métabolisme musculaire au repos permette de détecter une saturation de la (3- 
oxydation et la production d’acylcamitines qui en découle (Muoio, 2010).
L’accumulation de TG dans le muscle a été observée chez des patients obèses, insulino- 
résistants et DT2 (Jacob et al., 1999). De plus, l’élévation expérimentale des AGNE 
circulants chez des sujets sains, augmente le contenu lipidique dans le muscle squelettique 
et induit l’IR (Boden et al., 2001). Ces données suggèrent que l’accumulation ectopique de 
lipides joue un rôle important dans la progression de l’IR dans le DT2. Cependant, 
l’augmentation du captage des AGNE circulants ne semble pas réguler les phénomènes 
lipotoxiques observés dans le muscle squelettique. Une diète hypercalorique de 6 semaines 
augmente le contenu lipidique des fibres musculaires de type I et II chez des sujets sains 
(Deldicque et al., 2011). Cependant, dans cette étude, l’expression de différents marqueurs 
du stress du RE était similaire avant et après la diète. Ceci suggère que le développement de 
l’insulino-résistance induite par l’accumulation de lipides dans le muscle squelettique n’est 
pas dépendant de l’induction du stress du RE.
4.1.1.2 Métabolisme des AGNE par le foie.
Les animaux sous diète HFHFS présentaient une augmentation du nombre et de la taille de 
gouttelettes lipidiques des hépatocytes ainsi qu’une augmentation du contenu hépatique en 
triglycérides. La stéatose hépatique a été associée au développement du syndrome 
métabolique, à la dyslipidémie (Chitturi et al., 2002; Pagano et al., 2002) et au DT2 (Reid, 
2001). Les animaux HFHFS présentent une augmentation du captage fractionnel hépatique 
qui mène à une augmentation de la clairance non-oxydative des AGNE. Cependant, c’est 
plutôt l’oxydation hépatique des AGNE qui corrèle négativement avec la sensibilité à 
l’insuline. Fait intéressant, l’augmentation du captage fractionnel observé chez les rats 
HFHFS semble être également répartie entre les voies oxydatives et non-oxydatives. Une 
élévation de l’oxydation hépatique de lipides et une augmentation de la cétogenèse ont été
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observées chez des patients présentant une obésité viscérale (Hodson et al., 2010). Ces 
résultats suggèrent que l’oxydation hépatique des lipides pourrait être un mécanisme visant 
à limiter la déposition ectopique dans le foie. Cependant, l’élévation des concentrations d’ 
AGNE et de TG circulants pourrait outrepasser la capacité oxydative du foie et mener à 
l’induction de stress oxydatif.
1 8Chez l’humain, l’étude de la biodistribution du FTHA suite à son administration par voie 
orale n’a pas révélé de variations de captage hépatique entre les sujets sains et ceux 
présentant une intolérance au glucose (Labbé et al, sous presse Diabetes 2012). Le FTHA, 
comme le [14C]-2-bromopalmitate est un analogue d’AG qui ne peut-être oxydé et son 
accumulation tissulaire est considérée comme une mesure cumulative de captage. 
Cependant, le foie peut estérifier le traceur et le recirculer sous forme de VLDL, ce qui 
pourrait sous-estimer le captage fractionnel.
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Systemic circulation
Figure 12- Mécanismes d'induction de la dyslipidémie par le fructose.
Les mécanismes proposés qui sous-tendent les effets différentiels entre la consommation de 
fructose et de glucose. Le métabolisme du glucose hépatique est régulé par la 
phosphofructokinase, qui est inhibée par l'ATP et le citrate, limitant ainsi l'absorption 
hépatique de glucose et de la production alimentaire des substrats DNL. Le métabolisme 
hépatique du fructose alimentaire est indépendant du statut énergétique. L’augmentation
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des lipides hépatiques diminue la dégradation d'apoBlOO et augmente la production et la 
sécrétion de VLDL-TG. L'hydrolyse de ceux-ci, par la LPL, entre en compétition avec les 
chylomicrons, ce qui mène à une augmentation du temps de résidence des VLDL dans la 
circulation et une augmentation des transferts d’esters de cholestérol par la CETP vers les 
LDL. Comme le TASC est plus sensible à l'activation par l’insuline de l'activité LPL que le 
tissu adipeux viscéral, la réduction de la stimulation de l’insuline peut conduire à une 
diminution du stockage des TG circulant dans le TASC et une augmentation du stockage 
dans le tissu adipeux viscéral. L’augmentation du contenu lipidique dans le foie peut 
également induire l’IR via l’activation de la PKC par le diacylglycérol (85). Tiré de 
(Stanhope et al., 2009).
La présence de stéatose hépatique des animaux HFHFS est associée à une augmentation de 
la concentration plasmatique de TG à jeun. L’effet métabolique induit par une diète de 8 
semaines, riche en gras ou riche en fructose a été étudié sur des souris mâles C57BL/6J. 
Une supplémentation en fructose augmente de manière plus importante les triglycérides 
hépatiques et la lipogenèse de novo, menant au développement du stress du RE (Ren et al., 
2012). Cependant, autant la diète riche en gras que celle riche en fructose induisent une 
intolérance au glucose et une diminution de la phosphorylation d’AKT et de GSK-3P en 
réponse à une stimulation à l’insuline, suggérant que l’IR hépatique peut être induite par 
différents mécanismes selon le type de diète.
Une étude randomisée et contrôlée a montré qu’une supplémentation de deux semaines en 
fructose augmente la lipogenèse de novo postprandiale menant à une augmentation des 
niveaux plasmatiques de TG (Stanhope et al., 2009). Dans cette étude, les auteurs 
n’observent pas les mêmes effets suite à une supplémentation en glucose. Les mécanismes 
qui sous-tendent ce phénomène sont synthétisés dans la Figure 12. Brièvement, le 
métabolisme hépatique du glucose est contrôlé par la phosphofructokinase. Cette enzyme 
est inhibée par le citrate et l’ATP. Une augmentation des flux de carbone vers le cycle du 
citrate limite le captage hépatique du glucose et son utilisation pour la LDN. Cependant, le 
métabolisme du fructose n’est pas sensible au statut énergétique. L’augmentation de la 
consommation de fructose induit une LDN et augmente le contenu hépatique de TG et 
DAG. L’augmentation du contenu hépatique en DAG, mais pas en céramides ou en 
acylcamitines, induit une diminution de l’inhibition de la production de glucose hépatique
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par l’insuline (Magkos et al., 2012). De plus, les DAG activent les nouvelles PKC, 
notamment PKCe et induisent l’IR (Samuel et al., 2007).
Bien que nous n’ayons pas mesuré directement la LDN in vivo, il semble probable que 
l’augmentation de la stéatose hépatique observée dans notre modèle soit tributaire de la 
lipogenèse induite par le fructose plutôt que par l’augmentation de la déposition des lipides 
alimentaires contenue dans la diète. Il n’est pas exclu que ces deux types de nutriments 
agissent de façon synergique. D’autre part, la diète HFHFS n’induit pas l’expression 
génique de Srebpfl. Cependant, il n’est pas exclu que l’activité de certaines enzymes 
impliquées dans la lipogenèse soit augmentée (Park et al., 1992).
4.1.1.3 Dysfonction des tissus adipeux.
Une augmentation de la taille adipocytaire dans le TASC inguinal a été observée en réponse 
à la diète HFHFS, sans effet sur la taille adipocytaire dans les dépôts épididymaux. 
L’expansion des tissus adipeux en réponse à une balance énergétique positive se fait par 
une expansion hypertrophique suivie d’une expansion hyperplasique. Chez l’humain, le 
potentiel adipogénique est différent selon le sexe et la localisation du dépôt de TA 
(Tchoukalova et al., 2010a) et semble être diminué dans l’obésité (Tchoukalova et al.,
2007). La prise d’une diète hypercalorique de 8 semaines augmente le volume adipocytaire 
sans changer le nombre d’adipocytes présents dans le TASC abdominal, alors qu’une 
augmentation du nombre d’adipocytes dans le TASC fémoral était observée (Tchoukalova 
et al., 2010b).
Fait intéressant, le captage net et fractionnel des TASC sont légèrement augmentés chez les 
animaux diabétiques alors qu’aucune variation de la capacité du stockage dans le TAE n’a 
pas été observée. Le captage des AGNE dans les TA a déjà été mesuré chez des patients 
intolérants au glucose à l’aide du FTHA. Ce traceur possède des caractéristiques cinétiques 
similaires à celles du [14C]-2-bromopalmitate lorsqu’il est administré par voie
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intraveineuse. Les patients DT2 présentaient une diminution de l’extraction fractionnelle du 
FTHA tributaire d’une diminution du flot sanguin, alors que le captage net était similaire 
(Labbe et al., 2011a). Cependant, la diminution du stockage des AGNE par les TA ne 
semble pas impliquée dans le développement de la résistance à l’insuline dans le modèle de 
rats HFHFS. L’augmentation de la fonctionnalité du TASC chez les animaux diabétiques 
sous-tend une adipogenèse suffisante en réponse à la balance énergétique positive induite 
par la diète HFHFS. Cette hypothèse concorde avec la faible augmentation de la taille 
adipocytaire observée dans ces conditions. Cependant, l’expression génique de marqueurs 
de différenciation (aP2, PPARy2 et SREBP-lc) ne varie pas en réponse à la diète HFHFS 
dans le TASC.
Une limitation de notre étude est la technique utilisée pour déterminer la taille adipocytaire. 
Celle-ci ne permet pas de détecter les populations de très petits adipocytes (diamètre entre 
20 et 50 pm) qui ne sont visibles qu'avec une fixation à l’acide osmique. Très peu de 
données sont disponibles sur la provenance et la fonction de cette population cellulaire. 
Certaines données suggèrent qu’il s’agit d’adipocyte métaboliquement innéffîcace (Liu et 
al., 2010; McLaughlin et al., 2007; McLaughlin et al., 2010) et l’étude de ceux-ci, aurait 
peut-être permis de déterminer si le potentiel adipogénique des animaux diabétiques était 
altéré.
4.1.1.4 Métabolisme cardiaque des AGNE
Le développement du DT2 est associé à une augmentation du risque d’incident 
cardiovasculaire ischémique et non-ischémique (Boudina et Abel, 2007; Shah et al., 2010). 
L’altération du métabolisme calcique par le RE et sarcoplasmique, le stress oxydatif et la 
dysfonction mitochondriale sont des facteurs contribuant au développement de la 
cardiomyopathie diabétique (Boudina et Abel, 2007). Les résultats du métabolisme 
myocardique des AGNE obtenus lors de cette étude concordent avec ceux préalablement 
obtenus dans le modèle de rats HFHFS (Menard et al., 2010) et chez l’humain (Labbé SM
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et al., 2012), c’est à dire : une augmentation du métabolisme oxydatif et du captage des 
acides gras alimentaires sans augmentation du captage net et fractionnel des AGNE. Ces 
résultats sont en partie expliqués par une diminution de l’utilisation postprandiale du 
glucose comme source d’énergie (Menard et al., 2009; Menard et al., 2010). Ces 
modifications métaboliques sont associées à une diminution subclinique de la fraction 
d’éjection cardiaque et suggère qu’il s’agit d’un événement précoce menant au 
développement de la cardiomyopathie diabétique. Chez les rats traités au PBS le captage 
non-oxydatif myocardique des AGNE corrèle positivement avec la sensibilité à l’insuline. 
Contrairement aux autres organes, la synthèse de lipides neutres dans le cœur plutôt que 
leur oxydation semble avoir un effet cardioprotecteur (Liu et al., 2009). D’autre part, une 
augmentation de l’expression génique de GRP78 et GRP94 ainsi qu’une diminution des 
niveaux protéiques de la pompe SERCA2a sont observés dans le myocarde de rats DT2. 
Dans cette dernière étude, ce phénotype est associé à une diminution de la fonction du 
ventricule droit sans altérations de la fonction systolique alors que la fonction diastolique 
est altérée (Takada et al., 2012).
4.2 Implication du stress du RE et de l’UPR dans le développement de la résistance 
à l’insuline.
Les cellules P-pancréatiques et les hépatocytes sont connus pour être les types cellulaires 
les plus affectés par le stress du RE dans le contexte du développement de complications 
métaboliques (Hotamisligil, 2008). Le modèle de rats HFHFS n’est pas le modèle de 
prédilection pour étudier la dysfonction pancréatique en raison de l’injection de 
streptozotocine qui crée un stress oxydatif et une apoptose des cellules p. Les voies de 
signalisation activées par cette drogue pourraient interférer avec la signalisation de l’UPR 
et rendre certains résultats difficilement interprétables. C'est pourquoi une attention 
particulière sera portée au métabolisme hépatique dans cette section.
4.2.1 Régulation du métabolisme hépatique par le stress du RE.
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L’expression génique de quatre différents marqueurs de stress du RE a été mesuré dans le 
foie d’animaux sous diète contrôle et HFHFS : Hspa5, Atf4, Ddit3, Gadd34. HspaS codent 
pour la protéine chaperonne GRP78 et celle-ci est très exprimée dans le RE où elle régule, 
directement ou indirectement, l’activation de l’UPR. L’induction du stress du RE à l’aide 
d’inducteurs chimiques augmente l’expression de GRP78. Cependant, les niveaux de 
Hspa5 restent inchangés entre les animaux sous diète contrôle et les animaux diabétiques. 
Atf4 et Ddit3 (CHOP) sont deux facteurs de transcription induits par l’activation de la voie 
de signalisation PERK/eIF2a. Eux aussi demeurent inchangés. Bien que ces résultats ne 
soient pas présentés, les niveaux de phosphorylation d’eIF2a et de JNK sont similaires 
entre les groupes. Cependant, l’expression génique de Gadd34 augmente de manière non 
significative dans le foie des animaux diabétiques. Cette protéine phosphatase est induite 
par CHOP et réduit la phosphorylation d’eIF2a. Il faut dire que les conditions 
expérimentales utilisées ne sont pas optimales pour détecter les variations moléculaires de 
marqueurs du stress du RE. Des études ont montré qu’une infusion intraveineuse de 
glucose et d’insuline pendant quatre heures augmente l’expression protéique d’ATF4, la 
phosphorylation d’eIF2a et l’activation d’ATFô sans modifier le niveau d’épissage de 
XBP-1 (Boden et al., 2011). Cependant, il faut comprendre que le stress du RE est modulé 
en fonction des cycles nutritionnels (Fu et al., 2012). Pour ces raisons, des expériences où 
la signalisation de l’UPR est mésuré à jeun et suite à un repas aurait été plus adéquate. 
Habituellement, l’homéostasie du RE est pleinement recouvrée à chaque cycle. Lors d’un 
stress chronique, une activation résiduelle persiste et induit des mécanismes 
physiopathologiques tels que l’insulino-résistance et l’apoptose. Il aurait été plus adéquat 
de mesurer l’expression de ces marqueurs à jeun et suite à une prise alimentaire afin de 
mieux déterminer les paramètres d’activations. Bien que les mesures effectuées n’aient pas 
donné de résultats concluants, il est raisonnable de croire qu’une diète riche en gras et en 
fructose induit un stress de RE hépatique (Ren et al., 2012). De plus, il est intéressant de 
noter que la metformine (Kim et al., 2010), la pioglitazone (Das et al., 2008; Yoshiuchi et 
al., 2009) et la perte de poids en réponse à une chirurgie bariatrique (Gregor et al., 2009) 
réduisent le stress du RE hépatique.
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4.3 Effet du 4-PBA sur le métabolisme énergétique.
Différentes hypothèses pourraient expliquer l’effet insulino-sensibilisateur du 4- 
phénylbutyrate rapporté dans la littérature (Ozcan et al., 2006). La première, qui est celle 
qui est le plus souvent véhiculée, stipule que l’activité chaperonne de cette molécule (ou 
d’autres chaperons chimiques) permet de réduire l’accumulation de protéines mal repliées 
et de prévenir l’apparition du stress du RE et de l’IR. Cependant, cette hypothèse implique 
que les chaperons chimiques ont un effet bénéfique sur le métabolisme uniquement en 
situation de stress. D’autre part, il est plausible que l’augmentation de la fonction du RE 
puisse influencer le métabolisme même en condition physiologique. Finalement, le 4-PBA 
pourrait activer des mécanismes indépendants du stress et de la fonction du RE. 
L’activation de ces mécanismes pourrait modifier l’utilisation des substrats énergétiques et 
par le fait même masquer les effets délétères du stress du RE sur le métabolisme 
glucidique.
4.3.1 Effet du 4-PBA sur la régulation du métabolisme glucidique et la sensibilité à 
l ’insuline.
La glycémie est principalement régulée par deux facteurs : la clairance tissulaire du glucose 
suite à une stimulation à l’insuline et la production hépatique de glucose. Un traitement au 
4-PBA diminue la glycémie à jeun, autant chez les animaux sous diète contrôle que chez 
ceux sous diète HFHFS. Cependant, l’insulinémie à jeun et le taux d’infusion de glucose au 
cours du clamp euglycémique-hyperinsulinémique sont similaires suite au traitement. Cette 
méthode est l’étalon d’or pour déterminer la sensibilité systémique à l’insuline, car elle 
inhibe la production endogène de glucose par le foie et permet de mesurer spécifiquement 
la clairance tissulaire du glucose. Il est plausible que le 4-PBA agisse spécifiquement sur la 
néoglucogenèse hépatique dans ce modèle de pré-diabète. Ces résultats surprennent car le 
4-PBA et le TUDCA ont déjà été rapportés dans la littérature comme des insulino- 
sensibilisateurs (Ozcan et al., 2006). Dans cette dernière étude, autant la sensibilité
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systémique à l’insuline que la production hépatique de glucose étaient normalisées. 
Cependant, le modèle de souris ob/ob utilisé développe une obésité massive et un diabète 
sévère. D’autres auteurs ont montré une amélioration du contrôle glycémique suite au 
traitement avec des chaperons chimiques. Néanmoins, la contribution du métabolisme 
hépatique, musculaire et adipocytaire n’a pas été déterminée (Basseri et al., 2009; da-Silva 
et al., 2011).
L’investigation de l’effet antidiabétique des chaperons chimiques a aussi été conduite chez 
l’humain. Dans la première étude, des hommes et des femmes obèses et résistants à 
l’insuline étaient randomisés en deux groupes. Un groupe recevait un placebo alors que 
l’autre était mis sous thérapie au TUDCA (1.75 g/jour) pour 4 semaines (Kars et al., 2010). 
Suite au traitement, aucune modification de la glycémie à jeun ni de l’index de résistance à 
l’insuline (HOMA-IR) n’a été détectée. D’autre part, l’inhibition de la production de 
glucose hépatique par l’insuline était améliorée et la clairance du glucose musculaire était 
faiblement augmentée. Cependant, le traitement n’a pas modifié l’expression de marqueurs 
du stress du RE endoplasmique. La seconde étude s’est intéressée à l’effet du 4-PBA sur la 
sensibilité à l’insuline et la fonction pancréatique en réponse à une surexposition aux 
AGNE (Xiao et al., 2011). Le traitement prévient l’apparition de l’insulino-résistance et la 
réduction de l’index de disposition induite par une élévation expérimentale des niveaux 
circulants d’AGNE sans modifier le taux de sécrétion d’insuline.
Le fait que nous n’observions pas d’augmentation de l’expression hépatique de marqueurs 
du RE dans un modèle de diabète de type 2 de phase précoce suggère que ce processus est 
impliqué dans les phases tardives du dévelopement de cette pathologie. Par le fait même, la 
normalisation de la résistance à l’insuline systémique par les chaperons chimiques implique 
un stress métabolique important, comme lors du développement d’obésité massive ou lors 
de l’élévation des concentrations d’AGNE à des niveaux supraphysiologiques (Ozcan et al., 
2006; Xiao et al., 2011). Cependant, toutes les études montrent une réduction de la 
production de glucose hépatique et ce, autant avec le 4-PBA que le TUDCA. De plus, il
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reste à déterminer si la diminution de la gluconéogenèse passe par un effet direct des 
chaperons chimiques ou si elle est influencée par une amélioration de la sensibilité 
hépatique à l’insuline.
4.3.2 Effet du 4-PBA sur le métabolisme lipidique.
4.3.2.1 Régulation des niveaux circulants d ’AGNE.
Très peu de données sont disponibles dans la littérature concernant l’effet du 4-PBA sur la 
cinétique des AGNE. Les concentrations plasmatiques d’AGNE à jeun et lors du clamp ne 
sont pas affectées par le traitement au 4-PBA. Cependant, celui-ci favorise la mobilisation 
et la clairance des AGNE en circulation. L’augmentation du taux d’apparition est associée 
avec le développement de la résistance à l’insuline très tôt dans l’évolution naturelle du 
DT2 (Normand-Lauziere et al., 2010). Contrairement à ce qui a été observé chez les 
animaux traités au PBS, le RaNEFA ne corrèle pas avec la sensibilité à l’insuline chez ceux 
traités au 4-PBA. Il est plausible que le traitement au 4-PBA augmente le RaNEFA 
indépendamment de la signalisation de l’insuline. Bien que ces données ne soient pas 
présentées, l’augmentation du RaNEFA corrèle positivement avec le captage net dans tous les 
tissus maigres et le TAE, suggérant que l’augmentation du R a NEFA est impliquée dans la 
déposition ectopique de lipides. Cependant, ce phénomène ne semble pas être impliqué 
dans la régulation de la sensibilité à l’insuline dans notre modèle de rats diabétiques.
4.3.2.2 Régulation du métabolisme adipocytaire.
Les tissus adipeux sont d’importants régulateurs des niveaux circulants d’AGNE et une 
augmentation du RaNEFA sous-tend un déséquilibre dans la gestion adipocytaire des lipides. 
Les animaux traités au 4-PBA présentent un captage fractionnel du TASC plus important 
que les animaux traités au PBS. In vitro, le 4-PBA augmente le captage d’AG dans les 
adipocytes humains en culture. Cependant, ce phénomène survient à des concentrations où
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le 4-PBA n’induit pas d’augmentation de l’expression de GRP78. L’élévation du captage 
par le traitement est plus marquée chez les animaux sous diète contrôle que ceux sous diète 
HFHFS. D’autre part, le 4-PBA augmente la taille des adipocytes du TASC et inhibe la 
différenciation de cultures primaires de cellules souches adipocytaires isolées à partir de 
TASC humain. Ce phénomène est associé à une augmentation de l’expression de GRP78, 
suggérant une implication de l’UPR dans ce phénomène. L’altération de l’expansion 
hyperplasique des TA par le 4-PBA accentue l’hypertrophie adipocytaire induite par la 
diète HFHFS et limite l’effet bénéfique de cette drogue sur le captage adipocytaire. Il a 
préalablement été démontré que le 4-PBA inhibait l’adipogenèse in vitro, réduisait la taille 
des adipocytes et la masse du TAE (Basseri et al., 2009). Les auteurs ont conclu que 
l’inhibition de l’adipogenèse limite la prise de masse grasse de ce tissu. Il s’agit d’une 
conception erronée de métabolisme adipocytaire. Dans notre étude, une augmentation du 
captage par le TASC est observée. Fait intéressant, le captage net dans le TASC des 
animaux sous 4-PBA est positivement associé à la sensibilité à l’insuline et sous-tend un 
effet bénéfique de cette drogue sur le stockage des AGNE dans les TASC.
Aucune variation du RaNEFA n’a été détectée suite à un traitement au TUDCA chez 
l’humain (Kars et al., 2010). Nous avons déterminé que le TUDCA inhibe la différenciation 
adipocytaire et module la fonction du RE, au même titre que le 4-PBA. Cependant, le 
TUDCA ne facilite pas le captage adipocytaire des acides gras comme le fait le 4-PBA. Ces 
résultats montrent que l’inhibition de la différenciation adipocytaire est tributaire de la 
fonction du RE ou de l’activation de l’UPR alors que l’effet du 4-PBA sur le captage des 
AGNE dans les adipocytes matures semble indépendant de ce phénomène.
4.3,2.3 Métabolisme hépatique.
Le traitement au 4-PBA ne renverse pas la stéatose hépatique ni l’élévation des niveaux 
plasmatiques de TG à jeun induits par la diète HFHFS. D’autre part, une augmentation des 
niveaux de triglycérides plasmatiques au cours du clamp euglycémique-hyperinsulinémique
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a été décelée chez les animaux diabétiques traités au 4-PBA. Sous ces conditions 
expérimentales, les TG plasmatiques sont principalement transportés par les VLDL. Une 
augmentation des niveaux de TG plasmatiques suggère une augmentation de la sécrétion 
hépatique de VLDL ou une diminution de leur clairance. Dans ce cas-ci, seuls les niveaux 
de TG au cours du clamp sont augmentés par le 4-PBA, montrant que l’inhibition de la 
sécrétion de VLDL par l’insuline semble affectée. L’insuline inhibe le transfert de TG sur 
l’apoBlOO par la MTP et augmente la dégradation de l’apoBlOO afin de limiter la sécrétion 
de VLDL-TG vers la circulation sanguine (Castro Cabezas et al., 1993; Zhang et al., 2004). 
En condition d’insulino-résistance, la stabilité de l’apoBlOO est augmentée alors que 
l’expression de la MTP est augmentée, menant à une sécrétion accme de VLDL (Carpentier 
et al., 2002; Taghibiglou et al., 2000). In vitro, l’exposition d’hépatocytes aux lipides induit 
le stress du RE, diminue les niveaux protéiques d’apoBlOO et induit une stéatose.(Ota et al.,
2008). Dans cette dernière étude, le traitement au 4-PBA a réduit le stress du RE en plus 
d’augmenter l’expression d’apoBlOO. Cependant, les niveaux de TG intracellulaires sont 
restés semblables.
Une limitation de notre devis expérimental est l’absence de dosage de l’apoBlOO 
plasmatique et de mesures in vivo du taux de sécrétion des VLDL. Il est donc impossible de 
déterminer si l’élévation des niveaux de TG plasmatiques est tributaire d’une augmentation 
du contenu de TG des VLDL ou d’une augmentation du nombre de particules sécrétées. 
Cependant seuls les rats diabétiques sous 4-PBA ont présenté ce phénotype, ce qui suggère 
que l’effet du 4-PBA ne peut survenir qu’en présence de stéatose hépatique. Une hypothèse 
est que l’activité chaperonne du 4-PBA augmente la stabilité de l’apoBlOO et l’assemblage 
des VLDL. Fait intéressant, la sensibilité systémique à l’insuline des animaux traités au 4- 
PBA est négativement associée avec les niveaux plasmatiques de TG au cours du clamp 
(coefficient de corrélation :-0.84, P < 0.0001), alors que cette corrélation n’est pas observée 
chez les animaux traités au PBS.
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La sécrétion d’apoBlOO est aussi régulée par le flux d’AGNE hépatique (Zhang et al., 
2004). Une légère augmentation du captage fractionnel hépatique des AGNE a été observée 
chez les animaux diabétiques traités au 4-PBA vs. ceux traités au PBS. Les études de 
corrélations effectuées supportent cette hypothèse, car l’augmentation du captage 
fractionnel hépatique des AGNE est positivement associée aux niveaux plasmatiques de TG 
(coefficient de corrélation :-0.73, P = 0.003). Encore une fois, aucune association n’a été 
observée chez les animaux traités au PBS. Malgré que la recirculation de TG soit 
augmentée par le 4-PBA, ce mécanisme n’est pas suffisant pour réduire la stéatose 
hépatique induite par la diète, ce qui suggère qu’une autre source de lipides contribue à ce 
phénomène. Une augmentation de l’expression génique de Srebpfl est observée suite au 
traitement avec le 4-PBA et permet de croire que la lipogenèse de novo est augmentée par 
le traitement. Ces résultats divergent avec les données disponibles dans la littérature qui 
stipulent que le stress du RE active la lipogenèse. L’inhibition de l’UPR par le 4-PBA 
devrait donc réduire la synthèse d’AG. Des études plus approfondies seront nécessaires afin 
d’élucider ce paradigme.
Les rats contrôles et diabétiques traités au 4-PBA présentent une partition différente des 
AGNE vers les différents sentiers métaboliques. Dans les deux groupes, une augmentation 
de l’oxydation hépatique des AGNE a été observée. Cependant, leur disposition vers les 
voies non-oxydatives n’est réduite que chez les animaux contrôles. L’oxydation des AGNE 
limite leur disponibilité pour la synthèse des VLDL et pourrait réduire la sécrétion de 
VLDL-TG malgré la stabilisation de l’apoBlOO par le 4-PBA. Chez les animaux traités au 
PBS, la sensibilité à l’insuline corrèle négativement avec le captage oxydatif des AGNE, 
alors que cette relation n’est pas présente chez les rats traités au 4-PBA. Chez ces derniers, 
la résistance à l’insuline corrèle plutôt avec le captage non-oxydatif hépatique des AGNE. 
Ces résultats laissent croire que le stress oxydatif ou la surcharge mitochondriale pourrait 
être en partie responsable du développement de l’IR hépatique. En effet, l’oxydation 
hépatique d'AGNE est supérieure chez les patients avec une obésité abdominale (Hodson et 
al., 2010). L’augmentation de la capacité oxydative par le 4-PBA n’améliore pas la
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sensibilité à l’insuline et la meilleure option pour limiter ce phénomène semble être de 
réduire l’apport en AGNE au foie.
4.3.2.4 Métabolisme du muscle squelettique
Au repos, une faible proportion des AGNE captés par le muscle squelettique est oxydée. 
Un traitement au 4-PBA normalise l’augmentation du captage fractionnel et non-oxydatif 
observée chez les animaux sous diète HFHFS. Cette diminution pourrait être induite par 
une clairance accrue des AGNE par le foie et le myocarde, diminuant l’affluence de lipides 
vers le muscle squelettique. Le captage fractionnel n’est pas significativement plus élevé 
dans le foie et le myocarde suite au traitement au 4-PBA. Cependant, en raison de 
l’importante clairance hépatique des AGNE, une faible augmentation du captage hépatique 
suffit à modifier les flux de lipides pancorporels.
Dans cette étude nous n’avons pas mesuré le captage musculaire du glucose ou la 
signalisation de l’insuline qui aurait permis de déterminer si la réduction de déposition 
d’AGNE rétablit la sensibilité à l’insuline. Cependant, le fait que le taux d’infusion du 
glucose au cours du clamp demeure semblable ne supporte pas cette hypothèse. Kars et al. 
ont montré qu’un traitement au TUDCA augmente légèrement la clairance du glucose et la 
sensibilité musculaire à l’insuline sans modifier l’expression de marqueur de stress du RE. 
D’autre part, le taux d’apparition du palmitate n’était pas modifié dans cette étude, ce qui 
permet de croire qu’une modification du métabolisme des AGNE n’est pas impliquée dans 
ce phénomène.
4.3.2.5 Métabolisme cardiaque
Le traitement au 4-PBA ne réduit pas l’augmentation de l’oxydation des AGNE induite par 
la diète HFHFS. De plus, le traitement tend à augmenter le captage fractionnel 
myocardique. Contrairement aux animaux traités au PBS, le métabolisme non-oxydatif
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n’est pas associé à la sensibilité à l’insuline chez ceux exposés au 4-PBA. Ces résultats 
s’expliquent en raison de l’absence presque totale de métabolisme non-oxydatif dans le 
cœur des animaux traités. Cependant, le métabolisme oxydatif cardiaque des AGNE corrèle 
négativement avec le taux d’infusion de glucose au cours du clamp chez les rats traités au 
4-PBA. L’expression de marqueurs du stress du RE, la fonctionnalité cardiaque et le 
métabolisme des AG alimentaires n’ont pas été investigués dans cette étude. À la lumière 
des résultats obtenus, le 4-PBA ne semble pas renverser les anomalies métaboliques du 
myocarde observées dans le DT2. D’autre part, le traitement in vivo de rats DT2 avec le 4- 
PBA normalise l’expression cardiaque de GRP78 et GRP94 en plus de réduire la forme 
épissée d’XBPl (Takada et al., 2012). L’ubiquitination et la dégradation de SERCA2a sont 
réduites, ce qui normalise les niveaux d’expression de cette protéine et améliore la fonction 
diastolique de ces animaux (Takada et al., 2012). Cependant, le traitement au 4-PBA et au 
TUDCA n’améliore pas la survie de ces animaux suite à un incident ischémique (Takada et 
al., 2012).
4.4 Résumé et conclusion
Nous avons établi qu’un traitement aux chaperons chimiques améliore la glycémie à jeun 
et, réduit possiblement la production hépatique de glucose, même en absence d’un stress du 
RE chronique et de l’activation soutenue de l’UPR. Cependant, l’amélioration de la 
sensibilité systémique à l’insuline, par cette classe de molécules, semble dépendante d’une 
obésité massive et d’un stade avancé de DT2. En effet, la sensibilité à l’insuline n’est pas 
améliorée chez les animaux et les patients pré-diabétiques, ce qui suggère que le stress du 
RE n’est que peu impliqué dans les phases précoces du développement du DT2.
D’autre part, l’effet hypoglycémiant de 4-PBA n’est pas tributaire de l’amélioration des 
phénomènes lipotoxiques observés chez les rats HFHFS. Certains effets spécifiques au 4- 
PBA ont été démontrés pour la première fois, comme : 1) l’augmentation du R a N E FA et de la 
clairance des AGNE circulants 2) l’augmentation du métabolisme oxydatif des AGNE dans
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le foie et le cœur 3) l’augmentation du captage adipocytaire par le TASC 4) la stimulation 
de l’expression hépatique de Srebpfl et 5) la normalisation du métabolisme non-oxydatif 
du muscle squelettique. Il faut ajouter que certains effets ne sont observés que chez les 
animaux diabétiques. Notamment, la stimulation de la sécrétion d’adiponectine et des 
niveaux circulants de TG au cours du clamp. Finalement, la diminution du métabolisme 
non-oxydatif des AGNE par le foie et la réduction de la taille adipocytaire du TAE ne sont 
observés que chez les rats contrôles. Ces données suggèrent que le 4-PBA a des effets 
différents d’un tissu à l’autre et que ceux-ci peuvent être modifiés en fonction de la 
disponibilité de certains substrats métaboliques. L’inhibition de l’adipogenèse observée 
dans notre étude est dépendante de la modification de la signalisation de l’UPR 
conformément aux données préalablement publiées (Basseri et al., 2009).
Un traitement au 4-PBA de 6 semaines est le plus long jamais administré dans la littérature 
et certaines critiques pourraient être soulevées à cet effet. Cependant, dans le contexte du 
traitement des maladies métaboliques, la médication doit pouvoir être prise en continu sans 
induire d’effets indésirables et non spécifiques. Dans ce contexte, le 4-PBA semble être un 
candidat peu enviable. Il faut noter que les doses utilisées lors de cette étude sont similaires 
à celles autorisées par la Food and Drug Administration chez l’humain pour le traitement 
des troubles du métabolisme de l’urée. Il n’en demeure pas moins que cette drogue 
demeure un outil pharmacologique intéressant pour étudier certains mécanismes 
physiopathologiques. Outre les effets sur la fonction du RE, le 4-PBA se veut aussi un 
inhibiteur non-sélectif des histones désacétylases (HDAC) et un chélateur du glutamate 
plasmatique. Ces mécanismes d’actions pourraient eux aussi être impliqués dans la 
régulation du métabolisme énergétique.
4.5 Perspectives futures
L’investigation des effets métaboliques induits par remodelage de la chromatine suite à 
l’inhibition des HDAC pour le traitement de certaines maladies métaboliques est une
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avenue intéressante à développer dans les prochaines années. Quelques études supportent 
déjà cette hypothèse. Notamment, l’inhibition pharmacologique des HDAC6 prévient 
l’augmentation de la gluconéogenèse hépatique induite par les glucocorticoïdes (Winkler et 
al., 2012). Dans cette étude, une réduction de l’expression des gènes régulant la production 
hépatique de glucose est observée. Outre la modification des histones, ce phénomène peut 
aussi être expliqué par la modification post-traductionnelle du récepteur aux 
glucocorticoïdes, qui en modifie l’activité. De plus, la délétion des HDAC de classe 1 (1,2, 
3 et 8) réduisent l’expression de HNF4 et de FoxOl (Oiso et al., 2011). Ceux-ci sont 
primordiaux pour induire la gluconéogenèse. L’inhibition des HDAC3 induit l’expression 
et augmente les niveaux plasmatiques du Fibroblast Growth Factor 21 (Li et al., 2012). Il 
en résulte une augmentation de l’oxydation hépatique des lipides. De plus, l’inhibition des 
HDAC de la classe 2 stimule l’expression du transporteur GLUT-4 et le captage glucidique 
dans le tissu adipeux (Weems et Oison, 2011). Le réel défi des prochaines années sera 
d’identifier un mécanisme permettant d’induire une réponse bénéfique dans plusieurs tissus 
simultanément sans induire d’autres effets métaboliques néfastes.
Les études menées par notre groupe démontrent une dissociation entre les mécanismes 
régulant le métabolisme hépatique du glucose et la lipotoxicité hépatique. Il n’est pas exclu 
que l’élévation de la production hépatique du glucose soit partiellement induite par la 
lipotoxicité dans la pathogenèse du DT2. Cependant, dans un contexte thérapeutique, ils 
peuvent être régulés de manières différentes. La diminution de la production hépatique de 
glucose améliore le contrôle glycémique à jeun et réduit l’intolérance au glucose sans 
influencer la sensibilité systémique à l’insuline. Le contrôle glycémique reste la cible 
thérapeutique principale de plusieurs études mécanistiques et populationnelles. Cependant 
atténuer les phénomènes lipotoxiques, autant dans le foie que dans les autres organes, 
permet de renverser la résistance à l’insuline à long terme et rétablir le profil lipidique de 
ces patients. Cette approche n’est pas particulièrement efficace pour diminuer la glycémie 
rapidement, néanmoins elle pourrait être bien plus efficace dans la prévention
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d’événements cardiovasculaires, qui reste la complication diabétique la plus mortelle. Il est 
évident qu’une amélioration de ces deux composantes reste le scénario idéal.
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